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RESUMEN

La harina de Spirulina ha sido evaluada como alimento en la acuicultura y se ha
demostrado su eficacia sobre el crecimiento de diferentes especies acuicolas. Spirulina
subsalsa es una cianobacteria verde-azulada, filamentosa, espiralada y alcalofila. Su
composicion bioquimica, asi como su rapido crecimiento y facil cultivo han permitido su
aprovechamiento en las industrias alimenticias, acuicolas y medicinales. En esta
investigacion, se planted el cultivo de una cepa nativa de S. subsalsa utilizando fertilizante
agricola de bajo costo, con la finalidad de proponer un medio de cultivo con la mejor
concentracion nitrégeno, que permita obtener los mayores rendimientos de biomasa algal,
altos contenidos de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y carotenoides totales) en la fase
exponencial del cultivo. El fertilizante seleccionado fue Triple 20 (20% N:20% P:20% K),
afiadiendole bicarbonato de sodio (4 g/L) y cloruro de sodio (1 g/L). La cepa de S. subsalsa
procedié de la represa EI Clavellino, estado Sucre, Venezuela. Posterior al aislamiento e
identificacion se cultivé a distintas concentraciones de nitrégeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).
Con la concentracion de nitrégeno de 30 mmol/L se obtuvo la mayor produccion de
biomasa (2,63 mg/mL) y proteinas totales (45,86%); mientras que los mayores contenidos
de carbohidratos totales (30,16 %) y lipidos totales (28,56 %), clorofila a (6,42 pg/mL) y
carotenoides totales (1,41 pg/mL) se obtuvieron con la concentracion de nitrégeno de 7,5
mmol/L. Tomando como base estos resultados, se cultivd masivamente la cepa de S.
subsalsa y cuando alcanzo la fase exponencial de crecimiento, se cosechd. Esta biomasa se
us6 como dieta alternativa en el cultivo del rotifero Brachionus plicatilis y se le realizaron
analisis de crecimiento y composicion bioguimica. Los cultivos de B. plicatilis se iniciaron
con una densidad de 100 rot/mL y se le suministraron dos tipos de dieta, 1,5 mg/L/dia de
biomasa de S. subsalsa disgregada en agua de mar esterilizada y cultivo fresco de la
microalga Tetraselmis chuii (1,5 mg/L/dia) como control. La densidad poblacional al final
del ensayo mostro diferencias significativas entre las dietas evaluadas (p< 0,05),
alcanzando 25545 rot/mL con T. chuii y 210+10 rot/mL con S. subsalsa. Asi mismo, la
productividad, tasa de crecimiento y fecundidad de B. plicatilis fue significativamente
mayor con T chuii 15.500+500 rot/L/dia; 0,12+0,00026 rot/dia y 1,47+0,15 huevos/hembra,
y con S. subsalsa 11.000+1000 rot/L/dia; 0,10+0,0057 rot/dia y 0,83+£0,06 huevos/hembra,
respectivamente. Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos de B. plicatilis
presentaron diferencias no significativas (p>0,05), variando las proteinas entre 27-35%, los
carbohidratos entre 9-12% y los lipidos entre 16 -25%. Finalmente, se determinaron los
parametros zootécnicos en el cultivo de post-larvas de Litopenaeus vannamei, para lo cual
se formularon tres dietas: dieta A (100% harina comercial;, 40% de proteina cruda-PC),
dieta B (25% harina comercial+75% harina de S. subsalsa; 44,4% PC) y dieta C (50%
harina comercial+ 50 % harina de S. subsalsa; 43% PC). Los pardmetros zootecnicos
mostraron los mayores valores con la dieta B, alcanzandose una biomasa de 0,9 g,
supervivencia de 33,5%, factor de conversion alimentaria de 0,8, eficiencia alimentaria de
1,23+0,29, tasa especifica de crecimiento en masa de 9,5+0,51g y tasa especifica de
crecimiento en talla de 3,5+0,47 cm. Se concluye que la cepa nativa de S. subsalsa,
cultivada con fertilizante agricola en concentracion de 30 mmol/L de nitrégeno, produjo la
mayor cantidad de biomasa algal. La harina de S. subsalsa puede reemplazar eficientemente
hasta un 25% de la harina de pescado en el cultivo de postlarvas de camaron, brindando
similares requerimientos nutricionales que garantizan un buen desarrollo durante el cultivo
e igualmente ser utilizada en las industrias biotecnologicas, farmacoldgicas y de alimentos.
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ABSTRACT

Spirulina meal has been evaluated as feed in aquaculture and its efficacy on the growth of
different aquaculture species has been demonstrated. Spirulina subsalsa is a bluish-green,
filamentous, spiral, alkaliphilic cyanobacterium. Its biochemical composition, as well as its
rapid growth and easy cultivation have allowed its use in the food, aquaculture and
medicinal industries. In this study, the cultivation of a native strain of S. subsalsa was
proposed using low-cost agricultural fertilizer, in order to recommend a culture medium
with the best nitrogen concentration, which allows obtaining the highest yields of algal
biomass, high contents of photosynthetic pigments (chlorophyll a and total carotenoids) in
the exponential phase of the culture. The selected fertilizer was Triple 20 (20% N: 20% P:
20% K), adding sodium bicarbonate (4 g/L) and sodium chloride (1 g/L). The strain of S.
subsalsa came from the El Clavellino reservoir, Sucre state, Venezuela. After isolation and
identification, it was cultured at different nitrogen concentrations (7.5; 15; 30 and 60
mmol/L). With a nitrogen concentration of 30 mmol/L, the highest production of biomass
(2.63 mg/mL) and total protein (45.86%) was obtained; while the highest contents of total
carbohydrates (30.16%) and total lipids (28.56%), chlorophyll a (6.42 pg/mL) and total
carotenoids (1.41 pg/mL) were obtained with the concentration of nitrogen of 7.5 mmol/L.
Based on these results, the S. subsalsa strain was massively cultivated and when it reached
the exponential phase of growth, it was harvested. This biomass was used as an alternative
diet in the culture of the rotifer Brachionus plicatilis and its growth and biochemical
composition analyzes were performed. The cultures of B. plicatilisse began with a density
of 100 rot/mL and were supplied with two diets, 1.5 mg/L/day of biomass of S. subsalsa
dispersed in sterilized seawater and fresh culture of the microalgae Tetraselmis chuii (1.5
mg /L/day) as a control. The population density at the end of the trial showed significant
differences between the evaluated diets (p< 0.05), reaching 255+5 rot/mL with T. chuii and
210£10 rot/mL with S. subsalsa. Likewise, the productivity, growth rate and fecundity of B.
plicatilis were significantly higher with T chuii 15,500+500 rot/L/day; 0.12+0.00026
rot/day and 1.47+0.15 eggs/female, and with S. subsalsa 11,000+1000 rot/L/day;
0.10+£0.0057 rot/day and 0.83+0.06 eggs/female, respectively. The protein, lipid and
carbohydrate contents of B. plicatilis showed non-significant differences (p>0.05), with
proteins varying between 27-35%, carbohydrates 9-12% and lipids 16-25%. Finally, the
zootechnical parameters were determined in the culture of post-larvae of Litopenaeus
vannamei, for which three feeding diets were formulated: diet A (100% commercial dry
feed; 40% crude protein-CP), diet B (25% commercial dry feed + 75% S. subsalsa meal,
44.4% PC) and diet C (50% commercial dry feed + 50% S. subsalsa meal, 43% PC). The
zootechnical parameters showed the highest values with diet B, reaching a biomass of 0.9
g, survival of 33.5%, feed conversion factor of 0.8, feed efficiency of 1.23+0.29, specific
rate of growth in weight of 9.5+0.51g and specific rate of growth in length of 3.5£0.47 cm.
It is concluded that the native strain of S. subsalsa, cultivated with agricultural fertilizer at a
concentration of 30 mmol/L of nitrogen, produced the highest amount of algal biomass.
Spirulina subsalsa meal can efficiently replace up to 25% of fishmeal in shrimp postlarvae
culture, providing similar nutritional requirements that guarantee good development during
culture and can also be used in the biotechnological, pharmacological and food industries.

Key words: Bromatology, diets, feeding, Brachionus plicatilis, Litopenaeus vannamei,
fertilizer, cyanobacteria.
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INTRODUCCION GENERAL

La acuicultura en Venezuela, asi como en muchos paises vecinos, se ha visto
limitada por la baja disponibilidad de alimento concentrado para la alimentacion de estadios
larvales, juveniles y adultos de peces, moluscos y crustaceos, entre otros (GONZALEZ,
2001). En la actualidad, los precios de estos alimentos son generalmente altos, debido a la
escasez de oferta y a la utilizacion de harina de pescado importada, lo que a su vez encarece
las labores acuicolas. Esta situacion ha promovido la bdsqueda de insumos alternos como
materia prima para la elaboracion de piensos comerciales (FAO, 2016), dando origen a
investigaciones que ofrezcan fuentes no convencionales de proteinas, lipidos vy
carbohidratos, derivadas de subproductos agroindustriales u otros organismos potenciales,
que sustituyan total o parcialmente a la harina de pescado (ISEA, 2008).

Dentro del grupo de organismos potenciales que podrian ser utilizados como
materia prima para la elaboracion de piensos comerciales se encuentra Spirulina, la cual es
una cianobacteria filamentosa fotosintética alcalofila (CiIFERRI, 1993). En acuicultura, se
emplea como alimento para crustdceos, moluscos y peces, siendo también utilizada para
animales de granja y para mascotas, por ser fuente de pigmento natural, vitaminas y acidos
grasos de gran valor nutricional (RAMIREzZ & OLVERA, 2006; HABIB et al., 2008).

El término Spirulina ha sido ampliamente utilizado para referirse indistintamente a
dos géneros: Spirulina TURPIN (1829) y Arthrospira STIZENBERGER (1852). Las especies
del actual género Spirulina y del género morfoldgicamente relacionado Arthrospira
estuvieron clasificadas en el pasado en un Gnico género que reunia a las especies
formadoras de tricomas helicoidales, Ilamado Spirulina. Posteriormente, en 1989, se
reconocio oficialmente la separacion entre ambos géneros en el Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey. Los principales aspectos que diferencian el género Spirulina del
género Arthrospira son el tipo de hélice que presentan los tricomas, la ausencia de septos
celulares visibles al microscopio Optico y el patron que presentan los poros de la pared
celular. Ademas, las especies del género Spirulina son de menor tamafio que las del género
Arthrospira. Por Gltimo, Spirulina no contiene acido y-linoleico y Arthrospira si. En cuanto
a la taxonomia, la diferencia que existe entre los dos géneros es que Spirulina pertenece a la
familia Oscillatoriacea y Arthrospira a la familia Phormidiaceae (CIFERRI, 1983; BELAY,
1997; TOMASELLI, 2002).



Los miembros del género Spirulina poseen caracter multicelular con ceélulas
cilindricas que tienen un ancho de 3 a 16 um. Sus filamentos presentan un esquema en
forma de hélice abierta y llegan a medir entre 100 - 200 um. La reproduccién se efectta por
fision binaria transversal. Las células, al igual que en otras cianoficeas, poseen una
membrana plasmatica rodeada por una pared celular multiestratificada que se caracteriza
por presentar una serie de poros alrededor del tricoma, encontrdndose dividida por septos
visibles al microscopio Optico. La pared celular esta envuelta en una céapsula o vaina
compuesta por polisacaridos.

Otros componentes celulares son las inclusiones del citoplasma, como los granulos
de glucdgeno que actian como fuente de carbono y energia. Las vesiculas de gas presentes
en Spirulina le confieren su capacidad de flotacion. Mediante este mecanismo regulan sus
migraciones diurnas dentro de la columna de agua, permitiendo que las algas se mantengan
en las zonas donde el proceso de fotosintesis es optimo (FAY, 1983; RAMIREZ & OLVERA,
2006).

La especie Spirulina subsalsa, objeto de estudio en esta investigacion, fue descrita
por primera vez en 1892 por Oersted ex Gomont (Figura 1). Habita en aguas dulces y
salobres de todo el mundo. Se caracteriza por presentar filamentos con tricomas de unos
3,0-5,0 mm de largo y de 1 -2 um de ancho, regularmente enrollados en espiral, sin
heterocitos, célula apical redondeada (KOMAREK et al., 2014, SzUBERT et al., 2018).

Figura 1. Spirulina subsalsa (A) 40x (20 um scale), (B) 100x%. (C) Detalles. Fuente : RouT
et al. (2013).

De forma general, el género Spirulina ha tenido amplio uso en la biotecnologia
debido a su alto contenido proteico ya que sus elementos bioactivos, considerados

bioproductos, tales como: clorofila, carotenoides, vitaminas, minerales, enzimas y



pigmentos ficobilinicos (ficocianina y ficoeritrina), los cuales son empleados por la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (BELAY, 2002; RAMIREZ & OLVERA, 2006).

Las bondades de la biomasa de Spirulina sp. como alimento para la acuicultura
radica en su alto contenido de proteinas (60-70%), lipidos (6 y 13%) y acidos grasos:
linoleico (20 a 30%), palmitico (55 a70%), oleico (3 a 50%) y los poliinsaturados n-3 y n-6
(10 -20%). Ademas, contiene altos valores de vitaminas y pigmentos como carotenoides,
xantofilas, ficobiliproteinas y clorofila (DANESI et al., 2002) y es altamente digerible (88 -
92%), atribuible a la presencia de mucopolisacaridos en la pared celular (RAMIREZ &
OLVERA, 2006).

La harina de Spirulina ha sido evaluada como alimento en la acuicultura y se ha
demostrado su eficacia sobre el crecimiento de diferentes especies acuicolas. Al respecto,
se han realizado trabajos intensivos donde se ha utilizado a la microalga Spirulina como
piensos para animales, tales como abulon, ostion, camarones peneidos, zooplancton y aves
de corral (TSENG & ZHou, 1989). ZHou et al. (1991) alimentaron a la vieira peregrino
(Pecten jacobaeus) con dietas mixtas que incluian Spirulina sp., encontrando que la
digestibilidad de Spirulina fresca, seca al sol y la Spirulina liofilizada son muy adecuadas
cuando son utilizadas como un suplemento alimenticio, obteniéndose excelentes resultados
en su crecimiento.

El cultivo de Spirulina, a criterio de LA VOIE BLEUE (2018) requiere para su
produccién menos energia por kilo que el maiz (2 veces menos), la soya (5 veces menos
energia) y la carne vacuna (100 veces menos).

Por otro lado, los camarones, al igual que todos los animales, requieren de
sustancias nutritivas en proporciones adecuadas para su crecimiento, reproducciéon y en
general para la realizacion de todas las actividades fisioldgicas (SALAICES, 1992). Muchas
especies de organismos, incluyendo a los peneidos, en una etapa de su vida son
planctonicos y su principal fuente alimenticia es el fitoplancton (microalgas), por esta razon
diversos laboratorios que se dedican a la produccion intensiva de postlarvas se han
enfocado también al cultivo masivo de las microalgas.

En los laboratorios de acuacultura se han realizado investigaciones acerca de la
sustitucion del alimento natural (microalgas) por microencapsulados; sin embargo, los

resultados de estos Gltimos no han sido satisfactorios (JONES et al., 1987), por esta razon las



microalgas contintan siendo la principal dieta de las larvas en cultivo (DE PAuw et al.,
1984; MALcoLM, 2002).

Entre los trabajos que sefialan el uso de Spirulina como fuente alimenticia de
organismos cultivables, tales como: peces, camarones, rotiferos, entre otros, se encuentran
los de JAIME-CEBALLOS et al. (2004), quienes al emplear polvo de Spirulina en la
alimentacion de Zoeas y Mysis de Litopenaeus schmitti, concluyeron que es posible la
sustitucion del 50 % de alimento fitoplanctonico por el polvo de Spirulina sp. sin afectar la
supervivencia, el indice de desarrollo y el crecimiento de estas larvas. JAIME (2006), quien
trabajo con la sustitucion de Chaetoceros muelleri por Spirulina platensis en dietas de
larvas Litopenaeus schmitti, demostré que el reemplazo de Chaetoceros muelleri por
Spirulina hasta un 25% resultd favorable para el desarrollo de estas larvas.

GAMBOA-DELGADO et al. (2019) evidenciaron que los nutrientes derivados de
Spirulina son rapidamente digeridos y asimilados por las postlarvas del camardén blanco del
Pacifico Litopenaeus vannamei en comparacion con la harina de pescado. Adicionalmente,
se ha publicado que Spirulina ofrece a los cultivos de camarones marinos ventajas
adicionales como es el reforzamiento de su sistema inmunoldgico (MACIAS-SANCHO et al.,
2014).

Otro organismo de amplio uso en la acuicultura como alimento de las larvas de
peces y crustaceos es el rotifero Brachionus plicatilis, debido a que cuenta con
caracteristicas tales como: capacidad de sobrevivencia en amplios intervalos de temperatura
y salinidad (LuBzENS, 1987); tamafio pequefio, movilidad reducida y un elevado contenido
caldrico, caracteristicas que los convierten en presas vivas adecuadas para las larvas de
peces (THEILACKER & KIMBALL, 1984).

La produccion a gran escala de este zooplancton requiere de grandes cantidades de
microalgas vivas, lo cual encarece su cultivo (LAVENS & SORGELOOS, 1996), por lo que es
necesario investigar fuentes alimenticias alternas que permitan obtener masivas
producciones con alto valor nutritivo y a menor costo. Es aqui donde la Spirulina pudiera
ser usada como fuente alimenticia de este organismo.

PERSON-LE RUYET, (1975) utiliz6 como alimentos alternativos a las cepas de Spirulina sp.
deshidratada y de Scenedesmus sp. liofilizada, para alimentar al rotifero Brachionus

plicatilis encontrando que con Spirulina sp. deshidratada mantuvo un cultivo de rotiferos



con rendimientos medios de 1500 mg por cada millén de individuos Yy aumentaron
paulatinamente sus valores de fecundidad conforme la racion aumenta, siendo estos valores
maximos en la racion de 1.125 g. mientras que con Scenedesmus sp. se presentd la muerte
progresiva del cultivo. Otras investigaciones como la de RUEDA (1993) quien al alimentar
al rotifero Brachionus plicatilis con raciones de la microalga deshidratada Spirulina sp.
obtuvo rendimientos de 145 rot/ml en cultivos de 20 I.

ZAKI et al. (2021) encontraron que al utilizar harina de Arthrospira platensis para
alimentar al rotifero Brachionus plicatilis se obtuvo una mayor cantidad poblacional de los
individuos 53 indi/L y mayor numero de hembras portadoras de huevos.

La produccion masiva de biomasa de Spirulina se ha venido realizando con medios
de cultivo de elevados precios, debido al uso de sales quimicas de grado analitico. Entre
estas formulas se incluyen los medios Zarrouk (ZARROUK, 1966), Paoletti (PAOLETTI et al.,
1985), Spirulina (SCHLOSSER, 1994) y Utex (UTEX, 2006). Esta situacion ha propiciado la
bdsqueda de medios de cultivo menos costosos y de facil accesibilidad y preparacion, entre
los que destacan los medios formulados con fertilizantes agricolas. Al respecto, SANCHEZ
(2013) quien trabajo con Spirulina subsalsa utilizando el medio Jordan (JORDAN, 2003), el
cual contiene (Bicarbonato de sodio 5 g/lI; Cloruro de sodio 15 g/l; Nitrato de potasio 2 g/l y
Fertimax 5 g/l) y obtuvo contenidos de biomasa de 6,81 g/l en los cultivos a 45 UPS.
UNGSETHAPHAND et al. (2009) cultivaron Spirulina platensis con estiércol seco de pollo
suplementado con urea y obtuvieron 0,45¢/l de biomasa al final del ensayo.

Por otro lado, (ILKNUR, 2012) evalu6 la influencia de un fertilizante organico
liquido, agricola con bicarbonato de sodio y fosfato dipotéasico sobre el crecimiento de
Spirulina platensis y obtuvieron producciones de biomasa de hasta 0,37 g/l. En Spirulina
subsalsa, JIANG et al. (2015) obtuvieron biomasas con altos contenidos de proteinas, lipidos
y carbohidratos al utilizar aguas residuales como medio de cultivo, lo cual resultdé en una
disminucion significativa de los costos de produccion.

La calidad (composicién bioguimica) de la biomasa de Spirulina no solo depende
del medio de cultivo utilizado, sino que esta en funcién de la sinergia de diferentes
parametros, entre los que destacan las condiciones de cultivo (temperatura, salinidad,

iluminacién, nutrientes, agitacion entre otros), por lo que la modificacién de los parametros



ambientales es una estrategia utilizada para promover la produccion de un determinado
metabolito (BECKER, 1994).

Entre las investigaciones relacionadas con la influencia de los parametros de cultivo
sobre la calidad nutricional de Spirulina cabe mencionar a RIUN & SHILO (1996) quienes
obtuvieron en Spirulina sp. 62,4% de proteinas cuando fue expuesta a 0 UPS con amonio
como fuente de nitrogeno; en Spirulina subsalsa, TOMASELLI et al. (1993, 1995)
observaron que los cultivos de esta cianobacteria a bajas irradiancias se caracterizan por
acumular elevados contenidos de ficoeritrina. SHRIVASTAV et al. (2010) lograron
incrementar la produccién de polihidroxialcanoatos en esta cianobacteria al aumentar la
salinidad de los cultivos, siendo este compuesto muy utilizado como biopolimero en las
industrias médicas.

Investigadores como ALVAREz, (2018) trabajaron con Spirulina (Arthospira
platensis) a temperaturas de 24 °C y una intensidad de luz de 2340 lux encontraron mayor
produccion de biomasa (10,89 g) y mayor contenido de proteinas 50,44 %. SOPANDI et al.
(2020) observaron en Spirulina platensis altos contendidos de proteinas 62,56 +6,04%
cuando cultivaron a condiciones ambientales de 25-30 °C temperatura, pH de 9,0-9-5,
salinidad de 30-70 UPS y una intensidad luminica de 5.000 lux.

Tomando en consideracion los planteamientos antes sefialados, relacionados con la
importancia de Spirulina como alimento acuicola, la presente investigacion evalu6 la
produccién de biomasa de una cepa de Spirulina subsalsa, aislada de la represa de
Clavellino, estado Sucre, Venezuela y su uso como alimento en la acuicultura; estudios que
han sido poco documentados en Venezuela y que vendrian a ser un aporte en esta

importante actividad.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Se podra obtener un cultivo de la cianobacteria de alto valor nutricional sustituyendo la
fuente de nitroégeno del medio de cultivo.

El cultivo de rotiferos alcanzara altos rendimiento sustituyendo el alimentoc convencional
con la cianobacteria cultivada con el sustituto de Nitrogeno.

Alcanzaran las PL de L. vannamei alta supervencia y tasas de crecimiento mayores al ser
alimentados con un supemento de cianobacterias.



OBJETIVOS
GENERAL
Evaluar la biomasa de Spirulina subsalsa para ser usada como alimento en la acuicultura.

ESPECIFICOS

e Identificar una cepa nativa de Spirulina subsalsa, aislada de un ambiente
dulceacuicola del oriente del pais.

e Analizar el crecimiento, componentes quimicos y pigmentos de Spirulina subsalsa
cultivada con fertilizantes agricolas y a diferentes concentraciones de nitrégeno.

e Analizar el crecimiento y composicion bioquimica del rotifero Brachionus plicatilis
alimentados con biomasa de Spirulina subsalsa.

e Determinar parametros zootécnicos de las post-larvas de Litopenaeus vannamei

alimentadas con dietas suplementadas con biomasa de Spirulina subsalsa.



ESTRUCTURA DE LOS CAPITULOS
Esta tesis fue estructurada en tres capitulos, los cuales se detallan a continuacion:

Capitulo 1: Crecimiento, componentes quimicos y pigmentos de Spirulina subsalsa

cultivada con fertilizantes agricolas y a diferentes concentraciones de nitrégeno.

Se identifico una cepa nativa de S. subsalsa, previamente aislada de un ambiente
dulceacuicola del oriente del pais, la cual fue cultivada usando un medio de cultivo agricola
formulado para tal fin y probado con éxito en el Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas. ElI medio se denomina T20BS, porque solo lleva en su composicion:
fertilizante agricola Triple 20 (20:20:20), bicarbonato de sodio (4 g/L) y cloruro de sodio (1
o/l). Se evaluaron cuatro concentraciones de nitrégeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L), con la
finalidad de proponer un medio de cultivo agricola con la concentracion de nitrogeno que
permita obtener los mayores rendimientos de biomasa algal con altos contenidos de
componentes bioquimicos (proteinas, carbohidratos y lipidos) y pigmentos fotosintéticos

(clorofila a y carotenoides totales).

Capitulo 2: Analisis del crecimiento y composicién bioquimica del rotifero Brachionus
plicatilis alimentados con biomasa de Spirulina subsalsa.

Este capitulo se planted cultivar rotiferos por triplicado con una densidad de 100
rot/mL, durante 10 dias provistos de aireacién continua (50mL/min), los cuales se
alimentaron con cultivos frescos de la microalga Tetraselmis chuii (1,5 mg/L/dia) como
control y biomasa de Spirulina subsalsa 1,5 mg/L/dia disgregada en agua de mar en
idénticas condiciones de cultivo. Dicho analisis incluyd la cuantificacion de la fecundidad
(nimero de huevos/hembra) la densidad poblacional de rotiferos y andlisis bioquimicos

proteinas, carbohidratos y lipidos.

Capitulo 3: Parametros zootécnicos de las post-larvas de Litopenaeus vannamei
alimentadas con dietas suplementadas con biomasa de Spirulina subsalsa.
En el desarrollo de este capitulo se realiz6 una evaluacion del cultivo de L.

vannamei alimentados con tres dietas diferentes, un control que es el alimento comercial
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para camarones marca ZEIGLER 1-40 y dos mezclas de biomasa seca de S. subsalsa con
el alimento comercial en proporciones diferentes (25% harina de S. subsalsa y 75 %
alimento comercial) y (50% harina de S. subsalsa y 50 % alimento comercial), con la
finalidad de determinar los pardmetros zootécnicos siguientes: Ganancia de biomasa diaria
(g/dia), Eficiencia alimentaria (g), Factor de conversion alimentaria (g), porcentaje de
supervivencia (%),Tasa Especifica de Crecimiento (%/d) con relacion al masa y Tasa
Especifica de Crecimiento (%/d) con relacion a la talla.



CAPITULO 1

Crecimiento y componentes quimicos de Spirulina subsalsa cultivada con fertilizantes

agricolas a diferentes concentraciones de nitrogeno.



INTRODUCCION

Las cianobacterias o algas verde azules comprenden un grupo heterogéneo de
procariontes fotoautotroficos (VAN-DEN-HOEK et al., 1995) con amplia aplicacion
biotecnoldgica (ENCARNACAO et al., 2015; SOMMELLA et al., 2018). Dentro de este grupo
destaca el género Spirulina, muchas veces confundida con Arthrospira, aunque en la
actualidad esta totalmente esclarecido que corresponden a dos géneros totalmente distintos
(ALl & SALEH, 2012). Para su clasificacion se utilizan una serie de caracteristicas tales
como forma, tamafio de los filamentos, forma de sus tricomas y espiras, entre otras; no
obstante, tales caracteristicas pueden variar debido a cambios morfolégicos inducidos por
factores como las condiciones de cultivo, asi como por la plasticidad fenotipica, lo que
conduce en ocasiones a errores en la identificacion taxonémica de las cepas (LYRA et al.,
2001; VALERIO et al., 2009).

Las especies del género Spirulina crecen en medios alcalinos y poseen filamentos
espiralados o helicoidales, y son ampliamente utilizados como fuente de proteinas,
vitaminas y minerales, como medicamentos contra el cancer (FEDOROV et al., 2013;
OuHTIT et al., 2014), la hiperlipidemia (DENG & CHow, 2010), el dafio renal y hepatico
(GALLARDO et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2012), la diabetes (LAYAM & KAsI, 2006) y
diferentes enfermedades neurodegenerativas (SALVADOR et al., 2011).

Asimismo, Spirulina posee una variedad de pigmentos: carotenoides, xantofilas,
clorofila y ficobiliproteinas (SAINI et al., 2018), los cuales son influenciados por la
temperatura (LEE et al., 2012; PANDEY & TIWARY, 2010; UsLu et al., 2011), intensidad de
luz (LEE et al., 2012; PANDEY & TIWARY, 2010; RAVELONANDRO et al., 2011),
concentraciones de nitrégeno (CoLLA et al., 2007a; CoLLA et al., 2007b; UsLu et al.,
2011), entre otros.

De igual manera, las microalgas del género Spirulina son fuentes de alto nivel
proteico, ricas en vitaminas, aminoacidos esenciales, minerales, acidos esenciales (acido
gamma-linolenico), y pigmentos antioxidantes como los carotenoides (BELAY et al., 1997,
SORIANO, 2017). Ademdas de poseer un alto valor nutricional presentan funcion
inmunomoduladora y afectividad probada en la proteccion de la radiacion (TAKEUCHI et al.,
2002).
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Los cultivos de Spirulina suelen realizarse en agua dulce y con medios de cultivo
costosos debido a la inclusion de un gran nimero de sales de grado analitico. Entre estos
medios destacan el Zarrouk (ZARROUK, 1966), Spirulina (AIBA & OGAWA, 1977), BG-11
(RIPPKA, 1988) y algunos medios modificados (AMALA & RAMANATHAN, 2013; KUMARI et
al., 2014a; KuMARI et al., 2014b). Esta situacion ha propiciado la bdsqueda de fuentes
alternativas de medios de cultivos que incluyan el uso de fertilizantes agricolas, con el fin
de posibilitar la obtencion de altos rendimientos de biomasa a bajo costo.

En este orden de ideas, KuMARI et al. (2014a), compararon un medio enriquecido
con NPK 10:26:26 y medio Zarrouk, para el cultivo de S. platensis, encontrando excelentes
resultados con respecto a la tasa de crecimiento, tasa de fijacion de nitrogeno y la
acumulacion de proteinas y lipidos. AMALA & RAMANATHAN (2013) compararon el
crecimiento y la composicion bioquimica de S. platensis cultivada en un medio de bajo
costo, llamado RME, formulado con NaNO3; y K;HPO,, y medio Zarrouk, reportando que
no hubo diferencias en el contenido de biomasa, contenidos de clorofila y en los contenidos
de proteinas y lipidos, en las cepas de Spirulina cultivadas con ambos medios. SOPANDI et
al. (2020), trabajaron con S. platensis con estiércol de cabra como medio de cultivo
mostrando en sus resultados un mayor crecimiento de S. platensis de 2.425+0.097¢/L a una
concentracion de 75 g / L. El contenido de proteina en S. platensis fue mayor a 75 (62,56 +
6,04%) g / L, sin embargo, los lipidos y carbohidratos en S. platensis presentaron los
mayores contenidos a la concentracion de 25 g/ L (7.86 £ 1.16%-27.69 + 1.78%).

Ademas de los nutrientes, existen otros factores ambientales que influyen en el
crecimiento y la composicion quimica de Spirulina, tales como: temperatura, pH e
iluminacion, entre otros (CouTeau, 1996). El conocimiento de las caracteristicas
fisiolégicas y los requerimientos especificos de cada cepa microalgal es de suma
importancia, dado que permitiria maximizar su potencial biotecnologico.

Al respecto, LN.CITLALLI (2021) encontré que las temperaturas e iluminacion
influyen en el crecimiento y componentes bioquimicos de Arthrospira maxima, demostro
que el valor maximo de biomasa fue de 1.07 g/L, mientras que, los porcentaje de proteinas
fueron de 40.42+ 7.9%, carbohidratos 51.86% y lipidos de 6.1 + 0.25%, cuando fue
cultivada con una intensidad de luz de 150 pmol fotones/m?s y con fotoperiodo de luz 12 h

de luz: 12 h de oscuridad y temperatura de 25°C. Por otro lado, MATEUCCI (2018) trabajo
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con Arthrospira (Spirulina) plantesis LMPAS55”, a temperatura de 26 + 2°C y una
intensidad luminica de 34 uE.m-*.s-!, reportando valores maximos de biomasa final 2,10 +
0,02 g PS/L y proteinas un 22%.

Tomando en consideracion los planteamientos antes sefialados y relacionados con la
importancia economica de Spirulina, se programé la evaluacion del crecimiento,
componentes quimicos y contenido de pigmentos de Spirulina subsalsa cultivada con
fertilizantes agricolas a diferentes concentraciones de nitrégeno, lo cual vendria a ser un
reporte novedoso para la biotecnologia de cianobacterias aisladas de ecosistemas de

Venezuela.
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MATERIALES Y METODOS
Aislamiento e identificacion de la cianobacteria Spirulina subsalsa

Tomando como referencia los estudios de BERNAL (2002) quien sefiald la presencia
de Spirulina en el embalse de Clavellinos, estado Sucre, Venezuela, se programé un
muestreo en la zona citada. Las muestras de agua fueron tomadas superficialmente (0-5 m
de profundidad) con colectores plésticos estériles de 350 mL de capacidad, entre 0-5 m de
distancia de la orilla del embalse (coordenadas: entre 10° 19” hasta 10° 23° Lat. N y entre
63° 35 hasta 63° 40’ Long. O), y posteriormente llevadas al Laboratorio de Biotecnologia
de Microalgas del Departamento de Biologia Pesquera del Instituto Oceanografico de
Venezuela, en la Universidad de Oriente.

En el laboratorio, las muestras de agua del embalse fueron diluidas en agua
destilada previamente esterilizada (120 °C, 15 psi, 15 min). Posteriormente, las muestras
fueron inoculadas con la ayuda de un asa de siembra en placas de Petri contentivas de 15
mL de medio sdlido Spirulina (AIBA & OGAWA, 1977) e incubadas a temperatura de
25+1°C, iluminaciéon de 39 pE/m2s y fotoperiodo 12:12, hasta la aparicion de las colonias
verdeazuladas. Estas Ultimas fueron tomadas con asa de siembra y resuspendidas en medio
Spirulina liquido para su purificacion. Una vez obtenidas, las colonias puras de la
cianobacteria se colocaron en tubos de vidrios estériles con tapas de baquelitas de 15 mL de
capacidad, contentivos de 10 mL de medio liquido Spirulina y se mantuvieron en camara de
cultivo a las condiciones ambientales antes mencionadas.

Al evidenciar crecimiento, se procedié a la verificacion de la pureza de la cepa
mediante observaciones en el microscopio a 40X y al resguardo de esta para su posterior
identificacion, la cual se realizdé en el Laboratorio de Taxonomia de Fitoplancton del
Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente, Venezuela, utilizando criterios
morfoldgicos y siguiendo las claves taxondmicas propuesta por AGUIAR (2013). La cepa
aislada fue incorporada al Banco de Germoplasma de Algas del Instituto Oceanografico de
Venezuela, Universidad de Oriente, con el codigo BGAUDO 161.
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Crecimiento y componentes quimicos de Spirulina subsalsa cultivada con fertilizantes
agricolas a diferentes concentraciones de nitrogeno.

Para la preparacion del medio de cultivo se usé agua de grifo, filtrada y ozonizada,
la cual fue enriquecida con el medio de cultivo T20BS (porque solo lleva en su
composicion: fertilizante agricola Triple 20 (20:20:20), bicarbonato de sodio (4 g/L) y
cloruro de sodio (1 g/L) y se evaluaron cuatro concentraciones de nitrégeno (7,5; 15; 30 y
60 mmol/L). Los in6culos para estos cultivos provenian de cultivos previamente
aclimatados.

La seleccidn de las concentraciones de nitrégeno se baso en las usadas por el medio
Zarrouk (ZARROUK, 1966), el cual es el mas utilizado en el cultivo de Spirulina y tiene una
concentracion de nitrogeno de 29 mmol/L. Usando esta concentracion como referencia, se
decidié evaluar la influencia de mayores (2X) y menores (X/2 y X/4) concentraciones de
nitrégeno en el crecimiento y acumulacion de pigmentos en S. subsalsa.

Los cultivos se realizaron de forma discontinua, por triplicado, bajo condiciones de
medio ambiente controlado (T: 30+1 °C; iluminacion: 3000 lux; agitacion manual,
fotoperiodo 12:12), durante 15 dias. Se usaron frascos de vidrio, contentivos de 3 L del
medio de cultivo (figura 2). La densidad poblacional inicial fue de 0,5+0,025 mg/L, y desde
el inicio del ensayo y cada 72 h se tomaron muestras de cada uno de los tratamientos para
determinar el pH y el crecimiento poblacional segun criterio de PELIZER & OLIVEIRA
(2014).

-— d - -
Figura 2.- Cultivo de Spirulina subsalsa durante 15 dias en frascos de vidrio, conteniendo 3
L de medio de cultivo a diferentes concentraciones de nitrogeno.

Cuando los cultivos alcanzaron la fase exponencial se procedio a cosechar la totalidad
del cultivo, filtrdndolo en manga de permalina. La biomasa cosechada, después de varios
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lavados con agua acidulada (pH 4) se coloco en una estufa a 50°C hasta obtener masa
constante. Seguidamente, esta biomasa se mantuvo refrigerada 6°C hasta el momento de los
andlisis de la composicion biogquimica, la cual incluy6 proteinas totales (LOwRry et al.,
(1951); carbohidratos (DuBols et al., 1956); lipidos (extraccion segin BLIGH & DYER, 1959
y cuantificacion por PANDE et al., 1963), clorofila a (JEFFREY & HUMPHREY (1975) y
carotenoides (STRICKLAND & PARSONS, 1972).

Después de los analisis respectivos, el contenido de nitrégeno que propicid el mayor
crecimiento y contenido de proteinas de Spirulina se selecciond para realizar nuevamente
cultivos por sextuplicados en idénticas condiciones. La biomasa se cosech6 como fue
sefialado anteriormente; luego de secada, se pulverizd en un mortero y la harina obtenida se
reservé para usarse como alimento en los ensayos de cultivos del rotifero Brachionus

plicatilis y de las postlarvas del camaron blanco Littopeneus vannamei.

Componentes quimicos

Proteinas totales (LowRY et al., 1951):

El método de LOWRY et al. (1951) combina la reaccidn de Biuret con la reduccion
del reactivo de Folin-Ciocalteu (acidos fosfomolibdico y fosfotungstico) por la oxidacién
de tirosina, triptéfano, cisteina de las cadenas polipeptidicas. El proceso de éxido—
reduccion se acompafa de la formacién de un color azul caracteristico.

5-10 mg de biomasa de Spirulina subsalsa se colocaron en tubos de ensayo, tipo
Falcon con 5 mL de NaOH 1 eg/L; luego, se llevaron a bafio de maria (95-100 °C) durante
1 hora. Seguidamente, se centrifugaron, y de este extracto se tomaron por triplicado, 50 y
100 pL, para completar con NaOH 1 eg/L hasta un volumen de 1 mL, se agregd 1 mL de
una solucion 50:1 de Na,COj3 al 2% con NaOH 0,1 eg/L: CuSO4.5H,0 al 0,5% en tartrato
de sodio y potasio al 1%, se agito y dejo reposar por 10 minutos. Transcurrido este tiempo
se le adicionaron 100 pl de una solucién 1:1 de reactivo de Folin- Ciocalteu: H,O, se agito
y dejo reposar en oscuridad por 30 minutos, y se procedio a leer las absorbancias a 750 nm
(A7s0) en un espectrofotometro marca Jenway, modelo 6405. Previamente, se realiz6 una
curva patron de solucion de seroalbumina (BSA), de la cual se obtuvo el valor de la
pendiente (a) e interseccion con el eje y (b), para posteriormente calcular la concentracion

de proteinas totales (mg/mL, mg/g y % m/m), haciendo uso de las siguientes ecuaciones:
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) AT30-b
Conc. proteina en el extracto (mgmL extracto)= [ ] X
a

Vi(ul)
Vm E.Ll]-_,)l

o . Vi(mL)
Conc. proteina (mg'g de biomasa)=conc prot_en el extracto x ,
masa(g)biomasa

Conc.de proteina (%a)= Conc. de proteinas(mg/'z de biomasa) x 0,1

donde:
Vt= volumen total de la reaccién.
Vm= volumen de muestra.

Vf=volumen final del extracto.

Lipidos totales
a) Extraccion (Bligh & Dyer, 1959)

5-10 mg de biomasa de Spirulina subsalsa se colocaron en tubos de ensayo tipo
Falcon y se les agregaron 5 mL de cloroformo: metanol (1:2 V/V) méas 100 pyL de una
solucién de BHT en cloroformo (0,1%). Se agitaron cuidadosamente con varilla de vidrio
hasta romper la biomasa y se protegieron los tubos con papel de aluminio, y se
resguardaron a 4°C, por 24 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron
centrifugadas a 3000 r.p.m., por 10 minutos. Se recogio el sobrenadante y se trasvaso a un
tubo limpio. Se realiz6 una segunda extraccién con 3 ml de mezcla cloroformo: metanol
(2:1 VIV). Se le adiciono, al sobrenadante 2 mL de H,O destilada, se agito con vortex hasta
obtener una solucién homogénea y densa, para luego ser centrifugada a 3000 r.p.m., por 10
minutos. Se retird la fase superior acuosa con pipeta Pasteur y se desecho. La fase organica
fue transferida a un tubo de vidrio y se le afiadio 0,5 mL de acetona a la fase cloroférmica
para ayudar a eliminar las trazas de agua. La fase cloroférmica se evapord a una
temperatura de 37-40 °C, por 24 horas, en una estufa. Los tubos fueron guardados a -20°C

hasta la cuantificacion de los lipidos totales por espectrofotometria.
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b) Cuantificacién (Pande et al., 1963):

Al concentrado que quedd en los tubos de vidrio (lipidos) después de la evaporacion
del cloroformo, a cada tubo se le agregaron 3 ml de la solucion de dicromato acido al 2%
(primero a los blancos). Los tubos fueron tapados con papel aluminio, y se colocaron en
bafio de Maria a 100°C, por 15 minutos; posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente (15 minutos). Una vez frios, se les agregd 4,5 mL de agua destilada. Estos fueron
mezclados vigorosamente en vortex y se dejaron enfriar nuevamente (15 minutos), para
luego leer la absorbancia en un espectrofotdmetro marca Jenway, modelo 6405, a 590 nm
(Asgo). Previamente, se realizo una curva patron con tripalmitina en cloroformo, de la cual
se obtuvieron el valor de la pendiente (a) e interseccion con el eje y (b), para calcular
posteriormente la concentracién de lipidos totales (mg/mL, mg/g y % m/m), haciendo uso

de las siguientes ecuaciones:

[AEQD—b
a
masa (g)de biomasa

Conc. de lipidos (mg'g de biomasa)=

Conc. de lipidos (%) = Lipidos (mg/ g de biomasa) x 0,1

Carbohidratos (DuBols et al., 1956):
Este método propuesto por DuBols et al. (1956) se fundamenta en que los carbohidratos

son particularmente sensibles a &cidos fuertes y altas temperaturas. Bajo estas condiciones
una serie de reacciones complejas toman lugar empezando con una deshidratacion simple,
si se continua el calentamiento y la catélisis acida se producen varios derivados del furano
que condensan consigo mismos y con otros subproductos para producir compuestos
coloridos, productos de la condensacion de compuestos fenolicos y con heterociclos con el
nitrégeno como heteroatomo. La condensacion mas comdn es con fenol. Este método es
facil, eficaz y rapido.

5-10 mg de biomasa de Spirulina subsalsa se colocaron en tubos de ensayo, tipo
Falcon con 5 mL de NaOH 1 eqg/L; luego, se llevaron a bafio de maria (95-100°C) durante 1
hora. Seguidamente, se centrifugaron, y de este extracto se tomaron por triplicado, 50 y 100
ul, para completar con NaOH 1 eg/L hasta un volumen de 1 mL. Luego, se le adicionaron

0,5 ml de fenol al 5% y 2,5 mL de &cido sulfarico concentrado, se agitaron y se colocaron a
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100 °C, por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, fueron colocados en bafio de hielo, se
dejaron reposar por 15 minutos, hasta alcanzar la temperatura ambiente para posteriormente
leer las absorbancias a 490nm en un espectrofotometro marca Jenway, modelo 6405.

Previamente, se realiz6 una curva patron con glucosa anhidra (12 mg de glucosa en
100 mL NaOH 1 eqg/L), de la cual se obtuvo el valor de la pendiente (a) e interseccion con
el eje y (b) para posteriormente se calculo la concentracion de carbohidratos (mg/ml, mg/g
y % m/m), haciendo uso de las siguientes ecuaciones:

) A490b Vi(ul)
Conc. carboh. en el extracto (mg/'ml)= [ ] i =
a Vm(ul)
. Vi(mL)
Conc. de carboh. biomasa (mg'g )=conc prot_en el extracto x ,
masa(g)blomasa

Conc.de carbohidratos (%c)= Conc. de carboh.{ mg/g biomasa) x 0,1

donde:
Vt= volumen total de la reaccién.
Vm= volumen de muestra.

Vf=volumen final del extracto.

Pigmentos fotosintéticos (JEFFREY & HUMPHREY (1975). STRICKLAND & PARSONS
(1972):

Clorofila a y carotenoides totales

5-10 mg de biomasa se colocaron en tubos de ensayo y se les adiciono 5 mL de acetona:
metanol (2:1 v/v); posteriormente, fueron colocados en la oscuridad a 4°C durante 24 h
para garantizar una extraccion completa de los pigmentos. A continuacion, se centrifugaron
a 3500 rpm durante 5 min y se registro la abosorbancia del sobrenadante a 480, 647 y 664
nm en un espectrofotometro (Marca Jenway, modelo 6405 UV/V). Las absorbancias
obtenidas fueron utilizadas para la cuantificacion del contenido de clorofila a de acuerdo a
la metodologia de JEFFREY & HUMPHREY (1975):
Clorofila a (ug/mL) = 11,93 (Ases) - 1,93 (Ass7)
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Los carotenoides totales se determinaron mediante la ecuacion propuesta por
STRICKLAND & PARSONS (1972):
Carotenoides Totales (ug/mL)= 4 (A4so)

Analisis estadisticos de los resultados

Previo cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de las varianzas y
normalidad, los datos de los valores de biomasa, componentes bioquimicos y pigmentos de
S. subsalsa, obtenidos al final del ensayo, en cada uno de los diferentes tratamientos, fueron
contrastados mediante un analisis de varianza de un factor (concentraciéon de nitrégeno),

siguiendo recomendaciones de SOKAL & ROLHF (1995).
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RESULTADOS

Identificacién de la cianobacteria Spirulina subsalsa
La cianobacteria aislada del embalse de Clavellino es filamentosa, cilindrica-
helicoidal con extremos ligeramente redondeados, con tricomas aislados, de contenido
celular verde-azulado palido y homogéneo. Sus espiras son estrechas, yuxtapuestas, densas
y regulares. Los filamentos poseen un diametro entre 1-2,3 um, con distancia y altura entre
las espiras entre 1-2 um y 2-3,3 um, respectivamente. No se observaron vesiculas de gas ni
caliptra en las terminaciones de las células (figura 3). Estas caracteristicas, junto con lo
expuesto por AGUIAR (2013) y LUO & JIANG (2015), permiten concluir que la cianobacteria

aislada es Spirulina subsalsa.

Figura 3. Micrografia de Spirulina subsalsa aislada del Embalse de Clavellino, estado
Sucre, Venezuela. Fuente: ROMERO et al. (2018).

Crecimiento, componentes quimicos y contenido de pigmentos de la cepa Spirulina
subsalsa cultivada a diferentes concentraciones de nitrégeno con fertilizantes
agricolas.

El crecimiento de la cepa de S. subsalsa en las diferentes concentraciones de
nitrégeno se muestra en la figura 4. Al final del ensayo, se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento de 30 mmol/L de nitrégeno y el resto de tratamientos (P<
0,05; anexo 1), siendo esta concentracion de 30 mmol/L la que ocasioné la mayor

produccion de biomasa (2,63 mg/mL).
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Figura 4. Crecimiento de S. subsalsa cultivada en un medio agricola a diferentes
concentraciones de nitrogeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).

Componentes gquimicos

a) Proteinas totales, carbohidratos totales, lipidos totales y pigmentos:
Los contenidos de proteinas totales (figura 5) mostraron diferencias significativas
(P< 0,05; anexo 2) en los diferentes tratamientos, siendo la concentracién de 30 mmol/L de

N la que ocasiond los mayores valores de esta macromolécula (45,86%).
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Figura 5. Contenido de proteinas totales (%) de Spirulina subsalsa cultivada en un medio
agricola a diferentes concentraciones de nitrogeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).

Los carbohidratos totales (figura 6) presentaron diferencias significativas (P< 0,05;
anexo 3) en los diferentes tratamientos, observandose los mayores contenidos (30,16 %) en

la concentracion de nitrogeno de 7,5 mmol/L.
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Figura 6. Contenido de carbohidratos de Spirulina subsalsa cultivada en un medio agricola
a diferentes concentraciones de nitrégeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).

Por su parte, los lipidos totales mostraron un comportamiento similar a los
carbohidratos, mostrando diferencias significativas (P< 0,05; anexo 4) en los diferentes
tratamientos y alcanzando el mayor contenido (28,56 %) en la concentracion de nitrégeno
de 7,5 mmol/L (figura 7).
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Figura 7. Contenido de lipidos totales de Spirulina subsalsa cultivada a diferentes
concentraciones de nitrogeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).

Los contenidos de clorofila a, y carotenoides totales presentaron una tendencia
similar; es decir, sus contenidos disminuyeron al incrementar la oferta de nitrégeno en los
cultivos (figura 8). Ambos pigmentos mostraron diferencias significativas (P< 0,05; anexo
5 para clorofila a y anexo 6 para carotenoides totales) en los diferentes tratamientos. Los
mayores valores de clorofila a y carotenoides totales obtenidos fueron de 6,42 pg/mL y

1,41 pg/mL en los cultivos con 7,5 mmol/L de nitrégeno, respectivamente.
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Figura 8. Contenidos de clorofila a y carotenoides totales de S. subsalsa cultivada a
diferentes concentraciones de nitrdgeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).



28

DISCUSION

La identificacion de la cianobacteria como Spirulina subsalsa se realizé con base a
caracteres morfologicos; sin embargo, es necesario realizar estudios moleculares
adicionales para confirmar su correcta identificacion, dado que se ha demostrado que la
plasticidad fenotipica de las cianobacterias hace que adquiera diferentes morfologias al ser
expuestas a cambios significativos de condiciones ambientales, particularmente la
temperatura, concentracion de nitrégeno y salinidad, entre otros (ROMERO, 2019; LYRA et
al., 2001; VALERIO et al., 2009).

En Venezuela, S. subsalsa y otros miembros del género Spirulina han sido
observados en diferentes ambientes, tales como el Lago de Maracaibo (RODRIGUEZ, 2001),
los embalses Pao-Cachinche (limites entre los estados Carabobo y Cojedes), La Mariposa
(Distrito capital), La Pereza y Quebrada Seca (estado Miranda), El Lagartijo (estado
Miranda) y en el Archipiélago de Los Roques (GONZALEZ et al., 2003; PETRASH et al.,
2012); sin embargo, solo existe un reporte sobre su cultivo en el pais (ROMERO et al.,
2018).

Los estudios de produccion de biomasa microagal en medios de cultivo alternativos
se han incrementado con los afios, ya que los costos de produccién con medios comerciales
no son competitivos para el mercado. Al respecto, VIEIRA et al. (2001) al estudiar el uso de
diferentes concentraciones (10 — 30 — 50 mM) de fuentes de nitrégeno de grado comercial
(cloruro de amonio, fosfato &cido de amonio, nitrato de amonio, urea y sulfato de amonio),
obtuvieron valores de biomasa de 0,993 g/ L con 10 mM nitrato de amonio y 0,910 g/ L
con 10 mM urea. AVILA-LEON et al. (2012) al utilizar urea a diferentes concentraciones
(0,5 — 5 mM) en cultivos semicontinuos con diferentes tasas de dilucién (0,04- 0,44 d™)
obtuvieron 1,415 g/ L a 5 mM de urea, valores estos que son inferiores a los obtenidos en
esta investigacion (2,63 mg/mL = 2,63 g/L), resutado que probablemente se deba a la
menor concentracion de nitrogeno utilizada por los anteriores autores y a variaciones de las
condiciones de cultivo.

Sin embargo, al incluir otros factores en los cultivos de Spirulina se pueden lograr
mayores contenidos de biomasa, como, por ejemplo, MARREZ et al. (2013) evaluaron el
efecto de varios medios de cultivo sobre la biomasa y el contenido de pigmentos de

Spirulina platensis, encontrando en el medio Zarrouk (concentracion de NO; de 29
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mmol/L) mayor cantidad de biomasa (4,87 g/L) a la obtenida en este trabajo. Por su parte,
JiaN et al., 2015, trabajaron con Spirulina subsalsa obteniendo una produccién méxima de
biomasa (2,86 mg L 1) cuando fue cultivada en medio Zarrouk suplementado con aguas
residuales (CW: glutamato monosodico), en un 25%.

El mayor contenido de proteinas totales (46%) de S. subsalsa, cultivada con
fertilizante agricola en esta investigacion, se obtuvo cuando se utiliz6 30 mmol/L de
nitrégeno (fig.5), superando la publicada por NARANJO (2019) quien obtuvo 39,4 % en los
cultivos de Arthospira sp. con 10 mM NH4NO3; de 41%) reportados por JIAN et al. (2015),
cuando cultivaron Spirulina subsalsa en medio Zarrouk suplementado con aguas residuales
(CW) en un 25%. Estos resultados conllevan a suponer que valores bajos de amonio
inducen a una acumulacién mayor de proteinas en Spirulina, lo que puede deberse a que el
amonio es asimilado directamente y direccionado a la sintesis de aminoacidos, indicando
que este elemento es energéticamente mas favorable para las células (ABALDE et al., 1995).

Los carbohidratos totales en las cianobacterias presentan un comportamiento
variable y va a depender no solo de la especie en particular, sino también de la interaccion
de los factores fisicoquimicos establecidos en los cultivos, ya que son los componentes
energéticos que los organismos en general utilizan mas facil y rapidamente para su
metabolismo ALvAREZ (2018). Asi, se ha determinado que variaciones en las condiciones
de cultivo puede incrementar la produccion de proteinas en Spirulina, tal como lo refiri6
RoMERO (2019) quienes al cultivar a S. subsalsa a 9 UPS y 14 mM de nitrogeno,
obtuvieron en la fase exponencial los mayores contenidos de esta macromolécula (58,5%).

En esta investigacion, los carbohidratos presentaron los mayores valores (30,16%)
en la concentracion de nitrdgeno de 7,5 mmol/L (fig.6); difiriendo de MATEUCCI (2018)
quien trabajo con Arthrospira (Spirulina) plantesis LMPAS55”, a temperaturas de 26 + 2°C
y una intensidad luminica de 34 pE.m-2s-!, obteniendo contenidos de carbohidratos de 8,8
% PS a una concentracion de nitrégeno de 3,75 g/L. De igual manera, dichos valores son
mas altos que los determinados por JIAN et al. (2015), autores que trabajaron con Spirulina
subsalsa cultivada en medio Zarrouk modificado suplementado con aguas residuales (CW)
en un 50%, obteniendo un maximo contenido de 18% de carbohidratos. Sin embargo,
contrastan a los valores hallados por NARANJO et al. (2019) quienes encontraron el mayor

contenido de carbohidratos en Arthospira sp (228,69 = 0,01 mg/ g; 22,87%). cuando
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utilizaron 10 mM de NH,CONH; como fuente de nitrégeno. En tanto, ROMERO (2019) al
cultivar a S. subsalsa a 14 mM de nitrégeno determinarén 17,1+ 0,91 % en el contenido de
carbohidratos. EI comportamiento del contenido de esta macromolécula pudo deberse al
empleo de bajas concentraciones de nitrato de sodio que no solo representan una
disminucion en el costo, sino también un incremento en la productividad de carbohidratos.

En cuanto a los lipidos totales, los mayores contenidos (28,56 %) se obtuvieron en
la concentracion de nitrégeno de 7,5 mmol/L (fig.7), pudiéndose asumir que esta
concentracion de nitrogeno favorecié estos contenidos de lipidos totales, tal como fue
mostrado por LORETO et al. (2003), quienes indicaron que los cultivos de microalgas
expuestos a bajos contenidos de nitrogeno, generalmente experimentan un marcado
incremento en la sintesis lipidica. Cabe destacar que los valores obtenidos en este estudio
fueron mayores a los de MATEuccl, (2018) quien sometio a Arthrospira (Spirulina)
plantesis LMPAS55”, a una concentracion de nitrogeno de 0,63 g/L obteniendo contenidos
de lipidos de 19,2 % PS, e igualmente mayores a los de ROMERO (2019) quienes al cultivar
a S. subsalsa a 14 mM de nitrogeno determinaron contenidos de lipidos de 14,1+ 0,20 %.
Esto pudiera deberse a las condiciones de cultivo y principalmente a las bajas
concentraciones de nitrogeno donde los lipidos alcanzaron los maxinos contenidos.

Con relacion con la produccion de pigmentos, la clorofila a y los carotenoides
totales mostraron una tendencia similar a los observados en carbohidratos y lipidos. Los
mayores valores de clorofila a y carotenoides totales (6,42 pg/mL y 1,41 pg/mL,
respectivamente) fueron obtenidos en los cultivos con 7,5 mmol/L de nitrogeno (fig.8). De
este modo, se ha evidenciado que las fuentes de nutrientes, en particular la concentracion de
nitrogeno tiene un marcado efecto sobre la sintesis de clorofila a y carotenoides,
observandose que la sintesis de estos pigmentos se reduce a medida que se disminuye la
concentracion de este macronutriente en los cultivos (BEN-AMOTZ & AVRON 1983b; PETER
et al.,, 2010). Igualmente, la acumulacion de pigmentos en las microalgas esta
correlacionada con la intensidad luminica, asi como con el fotoperiodo, encontrandose que
la condicion dptima para la obtencion de mayores contenidos de clorofila en cultivos de
Spirulina sp., puede estar en un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, y que la
iluminacién continua tiende a suprimir la sintesis de este pigmento, dado a que tiende a

fotooxidar al aparato fotosintético (PAREEK & SRIVASTAVA, 2001).
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Considerando la condiciones de cultivo, ALVAREZ (2018) reportd que Spirulina
platensis LMPAS5c al ser cultivada a un fotoperiodo 12:12, a una intensidad luminica de
2800 lux y en medio Zarrouk con (29 mmol/L de N), la microalga presenté contenidos de
clorofila a de 1,08 + 0,07 %, asimismo, se han hallado valores en Arthrospira (Spirulina)
plantesis LMPA55”, al ser sometida a 26 + 2°C, una intensidad luminica de 34 pE.m-2.s-*
y una concentracion de nitrégeno de 3,73 g/L, obteniéndose contenidos de clorofila de 1,29
% PS (MATEUCCI, 2018); valores que fueron menores a los referidos en esta investigacion
(6,42 ug/mL). Sin embargo, los valores del presente estudio contrastan con los de ROMERO
et al., (2019) que al cultivar a S. subsalsa a 14 mM de nitrégeno reportaron contenidos de
clorofila a de 42,7+£0,40 ug/mL y carotenoides de 157,9 £2,36 ug/mL. Las discrepancias
observadas en estos resultados podrian deberse a las diferencias en el contenido de las
concentraciones de nitrogeno y a las condiciones de cultivo utilizadas en dichas
investigaciones.

Con respecto a los pardmetros fisiquimicos ocurridos durante el desarrollo de los
ensayos de este estudio, el pH de estos varié entre 9,20-10,00, lo cual se encuentra dentro
del rango sefialado para el Optimo crecimiento de este tipo de cianobacterias
(SOUNDARANDIAN & VASANTHI, 2010; RINCON et al., (2013).

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento, contenidos de proteinas, lipidos,
carbohidratos y pigmentos en la cepa nativa de Spirulina subsalsa, al ser cultivada con
fertilizante agricola, permiten sugerir la factibilidad de producir masivamente a esta
cianobacteria con un medio de cultivo de menor costo que el utilizado convencionalmente
(Zarrouk), faltando la evaluacion de esta biomasa como alimento para animales de interés

acuicola, tal y como seré abordado en los proximos capitulos.
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos sobre el crecimiento, componentes bioquimicos vy
pigmentos en la cepa nativa de Spirulina subsalsa, cultivada en un medio agricola de bajo
costo, mostraron valores nutrionales similares a los reportados con el medio Zarrouk, tal y
como han sido mostrados por otros autores, lo que permiten sugerir el uso de esta
cianobacteria en las industrias biotecnoldgicas con miras a su uso como alimento en la

acuicultura.
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ANEXQOS

Anexo 1. Analisis estadisticos de los valores de biomasa de Spirulina subsalsa obtenidos
en diferentes concentraciones de nitrégeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 4,9934 3 1,66447 32,29 0,0001
Dentro de grupos 0,4124 8 0,05155
Total (Corr.) 5,4058 11

Pruebas de rango multiple para biomasa por concentracién

Método= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracién Contados Media Homogéneos
15 mmol/L 3 1,08333 X

7.5 mmol/L 3 1,13 X

60 mmol/L 3 1,23333 X

30 mmol/L 3 2,63333 X

Anexo 2. Andlisis estadisticos de los valores de proteinas totales de Spirulina subsalsa
obtenidos en diferentes concentraciones de nitrégeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 1118,78 3 372,926 1026,17 0,0000
Dentro de grupos 2,90733 8 0,363417
Total (Corr.) 1121,69 11

Pruebas de rango multiple para proteinas por concentracion

Metodo= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracién Contados Media Homogéneos
7.5 mmol/L 3 20,52 X

15 mmol/L 3 29,47 X

60 mmol/L 3 39,4333 X
30 mmol/L 3 45,8867 X
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Anexo 3. Analisis estadisticos de los valores de carbohidratos totales de Spirulina
subsalsa obtenidos en diferentes concentraciones de nitrogeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 3 137,892 103,03 0,0000
413,677
Dentro de grupos 10,7071 8 1,33838
Total (Corr.) 424,385 11

Pruebas de rango multiple para carbohidratos por concentracion

Método= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracién Contados Media Homogéneos
30 mmol/L 3 14,5467 X

60 mmol/L 3 22,4467 X

15 mmol/L 3 26,9967 X
7.5 mmol/L 3 30,1633 X

Anexo 4. Andlisis estadisticos de los valores de lipidos totales de Spirulina subsalsa
obtenidos en diferentes concentraciones de nitrégeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 222,537 3 74,1789 34,07 0,0001
Dentro de grupos 17,42 8 2,1775
Total (Corr.) 239,957 11

Pruebas de rango multiple para lipidos por concentracion

Método= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
30 mmol/L 3 16,4333 X

60 mmol/L 22,4 X

3
15 mmol/L 3 23,3333 X
7.5 mmol/L 3 28,5667 X
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Anexo 5. Andlisis estadisticos de los valores de clorofila a de Spirulina subsalsa
obtenidos en diferentes concentraciones de nitrégeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 38,5377 3 12,8459 118,97 0,0000
Dentro de grupos 0,8638 8 0,107975
Total (Corr.) 39,4015 11

Pruebas de rango multiple para clorofila a por concentracion

Meétodo= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
60 mmol/L 3 1,7 X

30 mmol/L 3 3,26667 X

15 mmol/L 3 5,11333 X
7.5 mmol/L 3 6,41667 X

Anexo 6. Analisis estadisticos de los valores de carotenoides totales de Spirulina
subsalsa obtenidos en diferentes concentraciones de nitrogeno.
Anélisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F  Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 1,54616 3 0,515386 26,62 0,0002
Dentro de grupos 0,154867 8 0,0193583
Total (Corr.) 1,70103 11

Pruebas de rango multiple para carotenoides por concentracién

Método= 95,0 Porcentajes Tukey HSD Grupos
Concentracién Contados Media Homogéneos
60 mmol/L 3 0,466667 X

30 mmol/L 3 0,633333 XX

15 mmol/L 3 0,963333 X

7.5 mmol/L 3 1,40667 X




CAPITULO 2

Andlisis del crecimiento y composicion bioquimica del rotifero Brachionus plicatilis
(Muller 786), alimentado con biomasa de Spirulina subsalsa.



INTRODUCCION

Los rotiferos son uno de los organismos zooplancténicos méas usados en los Gltimos
afios en la acuicultura marina y de agua dulce, debido a caracteristicas como: tamafio
pequefio, facil cultivo, constante movimiento en el agua, rapido desarrollo y alto valor
nutritivo (JABEUR et al., 2013; HENEASH et al., 2015).

Las principales especies de rotiferos utilizados en la acuicultura son: Brachionus
plicatilis, B. callyciflorus, B. rubens, B. urceolaris y B. flacatus (PRIETO-GUEVARA &
EsPiTiA, 2001), siendo el primero el mas usado a partir de la década de los 60°s para
alimento de especies acuaticas, debido a que transfiere eficientemente los &cidos grasos
poliinsaturados algales, sumamente importantes para el desarrollo favorable de las larvas de
peces (SANCHEZ-TORRES et al., 2008).

Brachionus plicatilis (fig 9) pertenece al Phylum Rotifera, taxén que reune a un
grupo de invertebrados acuaticos pequefios, no segmentados, pseudocelomados y de
simetria bilateral. La mayoria son nadadores, aunque se han encontrado especies
sedentarias y coloniales (SNELL, 1991; NOGRADY et al., 1993). Alrededor de 2000 especies
habitan lagos dulceacuicolas, existiendo varias especies en cuerpos de agua salobres y
marinos. Aunque los rotiferos son un Phylum pequefio, son extremadamente importantes en
los ambientes dulceacuicolas, constituyendo hasta un 30% del total de la biomasa
planctonica. Consumen bacterias y/o algas, generan un vinculo entre productores primarios
y consumidores secundarios como peces Y larvas de insectos (LUBZENS & ZAMORA, 2007,
RosALES, 2012). La clasificacion taxonomica de esta especie, ampliamente usada para la
acuicultura se muestra a continuacion:

Reino: Animalia

Phylum: Rotifera

Clase: Eurotatoria
Subclase:  Monogononta
Superorden: Pseudotrocha

Orden: Ploima
Familia: Brachionidae
Género: Brachionus

Especie: Brachionus plicatilis
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Figura 9. Brachionus plicatilis. Fuente: propia del autor

Los rotiferos tienen diversas caracteristicas distintivas. Estan caracterizados por una
corona anterior, apical y ciliada, que le sirve en la natacion y en la alimentacion. La
presencia de la corona distingue a los rotiferos de todos los demas metazoos, y los
movimientos metacronales de los cilios en el aparato rotacional anterior, da la ilusion de
dos ruedas giratorias, lo cual es una de las caracteristicas que distingue a los organismos
pertenecientes a este grupo. Generalmente tienen forma de saco y se pueden distinguir 4
regiones: una cabeza poseedora de la corona, un cuello de longitud variable, un cuerpo y un
pie, poseyendo tipicamente 2 dedos (puede variar entre 1 y 4) el cual usualmente se retrae
durante la natacion. Poseen un espacio interno lleno de fluido que es conocido como el
pseudoceloma, el cual se liga externamente con el integumento e internamente con las
células epiteliales de varios 6rganos (digestivo, protonefridial y reproductivo). No hay
sistemas respiratorios ni circulatorios en los rotiferos. El fluido interno del pseudoceloma
actia como un sistema circulatorio, irrigando los drganos internos. Su composicion esta
regulada por los protonefridios y se reabastece por el tracto digestivo.

En cuanto a su reproduccién, casi todos los rotiferos en la naturaleza son hembras.
Los machos solo ocurren en periodos muy cortos y en muchas especies nunca se les han
observado. Durante condiciones favorables, la poblacion se incrementa a través de
partenogénesis diploide, en donde las hembras diploides producen huevos diploides

conocidos como huevos amicticos. Brachionus puede reproducirse ya sea por
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partenogenesis o a través de reproduccion sexual. En general, los rotiferos de este grupo se
reproducen por partenogenesis ciclica, lo que significa que la reproduccion asexual es
prevalente, pero bajo circunstancias especificas la reproduccion sexual puede ocurrir.
(ROSALES, 2012).

Las hembras son siempre diploides y los machos cuando aparecen son haploides y
de menor tamafio que las hembras. Las hembras pueden ser amicticas o micticas y
morfolégicamente  son  indistinguibles.  Las  hembras  amicticas  producen
partenogénicamente huevos diploides que se desarrollan por medio de la mitosis, mientras
que las hembras micticas producen partenogénicamente huevos haploides via meiosis. Si
una hembra mictica no se aparea y no es fertilizada, los huevos haploides se desarrollan en
machos, pero una hembra mictica fertilizada formara huevos diploides quisticos. Los
huevos formados partenogénicamente (diploides o haploides) se desarrollaran
inmediatamente en embriones y eclosionaran. Los huevos quisticos eclosionaran bajo las
condiciones apropiadas en hembras amicticas luego de un periodo de dormancia.
(ROSALES, 2012; OLIVEIRA, SILVA & TERRA NOVA, 2015).

El lapso de vida de los rotiferos, asi como su actividad reproductiva dependen de la
temperatura, a 25° C el periodo de vida se ha estimado en 3.4 a 4.4 dias. Los rotiferos
llegan a ser adultos aproximadamente después de 0.5 a 1.5 dias, produciendo puestas de
huevos aproximadamente cada cuatro horas. Se cree que las hembras pueden producir diez
generaciones de progenie antes de su muerte (MALDONADO et al., 2013).

En la larvicultura marina, el uso de rotiferos como alimento mejora
significativamente el rendimiento de alimentacién inicial de las larvas de peces y aumenta
sus tasas de supervivencia (PoLo et al., 1992; PLANAS & CUNHA 1999; ALAGAWANY et al.,
2021). La produccién de rotiferos, asi como su calidad nutricional depende de las
condiciones de cultivo y del tipo de alimento que se le suministre (LUBZENS 1987;
LuBzeNs et al., 2001). Algunos generos de microalgas se han utilizado con éxito como
alimento vivo para rotiferos, entre estos: Tetraselmis, Nannochloropsis, Dunaliella sp.
Chaetoceros, Rhodomonas e Isochrysis (TREECE & DAvis 2000; DHERT et al., 2001; HOFF
& SNELL 2001; WIKFORS & OHNO 2001, GUEVARA et al., 2011; PEREZ et al., 2018).

Tomando en consideracién que la produccion a gran escala de zooplancton, como

Brachionus plicatilis, requiere de grandes cantidades de microalgas vivas, lo cual encarece
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su cultivo (LAVENS & SORGELOOS, 1996), se ha hecho imprescindible la busqueda de
fuentes alimenticias alternas que permitan obtener masivas producciones con alto valor
nutritivo y a menor costo. Un buen sustituto de las microalgas vivas, viene a ser la biomasa
preservada, bajo refrigeracion, de la microalga Spirulina. Esta cianobacteria aportaria a los
rotiferos los nutrientes necesarios para su desarrollo, entre estos: proteinas (60-70%),
lipidos (6 y 13%) y &cidos grasos: linoleico (20 a 30%), palmitico (55 a70%), oleico (3 a
50%) y los poliinsaturados n-3 y n-6, 10 -20% (RAMIREZ & OLVERA, 2006).

Los estudios mas relevantes que destacan el uso de biomasa de Spirulina platensis
como alimento de B. plicatilis incluyen a JABEUR et al., (2013), quienes demostraron que el
polvo de Spirulina platensis produce un incremento en la densidad poblacional de este
rotifero. Més recientemente, ZAKiI et al. (2021), obtuvieron las mayores producciones y
tasas reproductivas de este organismo al suministrar 0.6 g de biomasa de esta cianobacteria
por 20,000 rotiferos.

En Venezuela son escasos los estudios con relacion al uso de biomasa de Spirulina
como alimento del zooplancton, lo que propicié la evaluacién de una cepa nativa de S.
subsalsa aislada de la represa Clavellino, estado Sucre con el objetivo de analizar el
crecimiento y componentes bioquimicos del rotifero B. plicatilis alimentados con la harina

de esta microalga.



MATERIALES Y METODOS
Organismos experimentales
La cepa de Brachionus plicatilis fue aislada de las salinas de Araya, Venezuela
(10°30°-10°40°°N - 63°32°-64°21°° W). Este organismo esta depositado en la coleccion de
cultivos planctonicos del Laboratorio de Biotecnologia de Zooplancton del Departamento

de Biologia Pesquera del Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad de Oriente.

Condiciones de cultivo

Los cultivos de B. plicatilis se realizaron en una sala climatizada (25t 1°C) en
matraces de 500 ml de capacidad conteniendo 250 ml de agua de mar (37 UPS) filtrada y
esterilizada. Estos cultivos se iniciaron con una densidad de 100 rot/mL y se le
suministraron 1,5 mg/L/dia de biomasa de Spirulina subsalsa disgregada en agua de mar.
Los cultivos se realizaron por triplicado, durante 10 dias y estuvieron provistos de aireacion
continua (50mL/min). Cultivos controles fueron realizados en idénticas condiciones,
usando como alimento cultivo frescos de la microalga Tetraselmis chuii (1,5 mg/L/dia), la
cual es de uso comun en los cultivos de rotiferos. Diariamente se cuantifico la fecundidad
(numero de huevos/hembra) y la densidad poblacional de rotiferos, utilizando una camara
de Bogorov y una lupa estereoscopica. Con los datos de densidad poblacional se
determinaron los parametros poblacionales. Al final del ensayo, los rotiferos fueron

cosechados y mantenidos a -20C hasta el momento de los andlisis bioquimicos.

Parametros poblacionales

Con los datos de densidad poblacional diaria se realizaron curvas del incremento de
la poblacién (densidad poblacional vs dias de cultivo). A partir de esta curva se determind
la fase de crecimiento exponencial, para luego calcular la tasa instantanea de crecimiento y

la productividad (rot/L/dia), de acuerdo a NAVARRO & Y UFERA (1998).

Tasa instantanea de crecimiento (K):
B LnxNt-LnxNo
B T

Donde:
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K= tasa instantanea de crecimiento (rot/dia)
No y Nt= numero inicial y final de rotiferos en la fase de crecimiento exponencial,
respectivamente.

T=tiempo en dias.

Fecundidad al final del ensayo

Numeros de huevos totales

Hembras totales
Donde:

F= fecundidad (nimero de huevos/hembras)

Productividad (rot/L/dia)
B Dmax-Do

T
Donde:
P= productividad (rot/L/dia)

Dméx= densidad méxima de rotiferos alcanzada al final de la fase de crecimiento

exponencial.
Do= densidad inicial de rotiferos.

T=tiempo en dias.

Composicion bioquimica de los rotiferos

Los andlisis bioquimicos de los rotiferos se realizaron por métodos
espectrofotométricos e incluyeron proteinas, lipidos y carbohidratos totales. Estas
determinaciones se realizaron de acuerdo con las metodologias descritas anteriormente en

el capitulo 1.

Anélisis estadistico de los resultados

Los datos de los valores de crecimiento de los rotiferos, fecundidad, productividad,
proteinas, carbohidratos y lipidos en los diferentes tratamientos se contrastaron mediante un
analisis de varianza de un factor (dietas), siguiendo recomendaciones de SOKAL & ROLHF
(1995).



RESULTADOS
Parametros poblacionales
Crecimiento poblacional

En la figura 10 se observa la densidad poblacional del rotifero B. plicatilis cuando
fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa. La fase de crecimiento
exponencial se observo entre los dias 4-10. La densidad poblacional al final del ensayo
mostrd diferencias significativas entre las dietas evaluadas (P< 0,05; anexo 7), siendo T.
chuii el alimento que propicio la mayor densidad poblacional (255+5 rot/mL); por su parte,

la dieta a base de S. subsalsa permitio obtener densidades de rotiferos de 210+10 rot/mL.

300

== Tefraselmis chuii == g» = Spirulina subsalsa

250

200

150

100
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0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
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Figura 10. Densidad poblacional (rotiferos/mL) del rotifero Brachionus plicatilis
alimentado con Tetraselmis chuii y S. subsalsa durante 10 dias de cultivo.

Productividad
Las productividades obtenidas en los cultivos de B. plicatilis mostraron diferencias
significativas (P< 0,05; anexo 8) entre las dietas evaluadas. Este parametro fue mayor

(15.500+500 rot/L/dia) cuando se utilizd como alimento a T. chuii; no obstante, S. subsalsa



59

permitio obtener una productividad de 11.000+1000 rot/L/dia (figura 11).
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Tipo de alimento

Figura 11. Productividad (rotiferos/L/dia) del rotifero Brachionus plicatilis alimentado con
Tetraselmis chuii y S. subsalsa, durante 10 dias de cultivo.

Tasa de crecimiento vy fecundidad

Las tasas de crecimiento (fig. 12) y la fecundidad (fig. 13) de B. plicatilis mostraron
diferencias significativas (P< 0,05; anexo 9 para la tasa de crecimiento y P< 0,05; anexo 10
para la fecundidad) entre las dietas evaluadas, siendo T. chuii el alimento que ocasiond los
mayores valores de tasas de crecimiento (0,12+0,00026 rot/dia) y fecundidad (1,47+0,15
huevos/hembra). En tanto, con S. subsalsa como alimento, B. plicatilis obtuvo una tasa de
crecimiento y una fecundidad de 0,10+0,0057 rot/dia y 0,83+0,06 huevos/hembra,

respectivamente.



Tasa de crecimiento (rot/dias)

0,14

0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

60

Tetraselmis chuii Spirulina subsalsa

Tipo de alimento

Figura 12. Tasa de crecimiento (rotiferos/dia) de Brachionus plicatilis alimentado con
Tetraselmis chuii y S. subsalsa durante 10 dias de cultivo.
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Figura 13. Fecundidad (huevos/hembra) de Brachionus plicatilis alimentado con
Tetraselmis chuii y S. subsalsa durante 10 dias de cultivo.



61

Componentes quimicos

Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos de Brachionus plicatilis no
presentaron diferencias significativas (p>0,05, anexos 11, 12 y 13) en las diferentes dietas
evaluadas (figura 14). Esto es de mucha importancia, dado que se evidencia que el uso de S.
subsalsa puede garantizar una calidad nutricional de B. plicatilis similar a la obtenida
cuando se usa la clorofita T. chuii. Los valores de proteinas variaron entre 27-35%, los

carbohidratos entre 9-12% y los lipidos entre 16 -25%.
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Figura 14. Contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos de Brachionus plicatilis
alimentados con Tetraselmis chuii y Spirulrina subsalsa. Letras diferentes en cada renglén
representan diferencias significativas (p < 0,05). Los resultados representan la media +
SDs.
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DISCUSION

En esta investigacion se evidencidé que el uso de biomasa de Spirulina subsalsa
como alimento del rotifero Brachionus plicatilis es una alternativa viable para obtener
producciones masivas de este zooplancton con una calidad nutricional similar a la mostrada
cuando se usé microalgas unicelulares, como Tetraselmis chuii.

Con respecto a las densidades poblacionales de B. plicatilis, ROMAN-REYES et al.
(2014) obtuvieron 215 rot/ mL al utilizar como alimento biomasa de la cianobacteria
Spirulina, similares a las del presente trabajo (210 rot/ mL). Por su parte, RAJENDIRAN et al.
(2007), alimentaron al rotifero Brachionus calyciflorus, con biomasa de S. platensis y
reportaron una produccion de individuos de 149,70 £ 7,12 indiv/mL, densidades mas bajas
que las mostradas en esta investigacion. En contraste, ZAk1 et al. (2021), reportaron el
mayor incremento poblacional (54.000.000 Ind/mL) y un nimero significativamente mayor
de hembras ovadas de Brachionus plicatilis (9.000.000 Ind/mL), al ser alimentadas con la
biomasa de Arthrospira platensis.

Otras investigaciones relacionadas con el uso de biomasa de microalgas, en forma
de polvos o pastas, como alimento de B. plicatilis han brindado excelentes resultados. Tal
es el caso de GUEVARA et al. (2011), quienes al alimentar a B. plicatilis con pastas de
Rhodomonas salina obtuvieron densidades poblacionales entre 316-326 rot/mL. Otros
autores como RUEDA-JASSO (1996) mostraron que al alimentar a los rotiferos B. plicatilis
con polvo de Sprulina sp., obtuvieron densidades poblacionales de 79,0 rot/mL™, valores
que fueron menores a los hallados en este estudio, cuando los rotiferos fueron alimentados
con Spirulina subsalsa pulverizada.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este estudio, demuestran que B.
plicatilis puede ser alimentado con S. subsalsa, ya que favorece su reproduccion; de similar
manera que la amplia variedad de alimentos que se emplean para tal fin, que van desde
microalgas vivas hasta dietas inertes como levadura de pan y de cerveza, protozoarios,
bacterias, detritos, pastas y polvos de microalgas, entre otros (GUEVARA et al., 2011; YN et
al., 2013).

La composicidon bioquimica de B. plicatilis al ser alimentado con S. subsalsa fue
similar a la obtenida cuando se emple6 T. chui. Estudios realizados sobre la alimentacién de

B. plicatilis con harina de Spirulina sp., mostraron una variacion en su composicion
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bioquimica, presentando un contenido de proteinas de 65-69%, carbohidratos de 17,5-
23,8% Yy lipidos de 6,5-7,0% (RUEDA-JASSCO, 1996; ROMAN-REYES et al., 2014); siendo
mayores que el contenido de proteinas y carbohidratos mostrados en este trabajo. De igual
manera, ZAKI et al. (2021) mostraron que al usar harina de A. platensis para alimentar a B.
plicatilis, alcanzaron un contenido de proteinas (52%), carbohidratos (14%) y lipidos
(8,52%). Las diferencias observadas en los parametros poblacionales mostrados en esta
investigacion, con respecto a los que previamente fueron publicados, probablemente
pueden estar relacionados con las condiciones de cultivos y principalmente el tipo de cepa
de S. subsalsa empleada en este trabajo, en comparacion con los resultados mostrados con
autores antes descritos.

La produccion de alimento vivo es considerada un componente basico del proceso
productivo en criaderos marinos y también sigue siendo uno de los obstaculos mas
importantes para el desarrollo de la acuicultura marina. B. plicatilis es la especie de
zooplancton que de manera mayoritaria es utilizado como alimento en las primeras etapas
del desarrollo de larvas de camarones marinos y peces. La reduccion del costo de
produccién del rotifero B. plicatilis en los criaderos marinos se considera uno de los
principales objetivos para el desarrollo de una industria de acuicultura marina (HENEASH et
al., 2015).
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CONCLUSIONES
Spirulina subsalsa se presenta como una opcién para ser usada como alimento del
rotifero Brachionus plicatilis, ya que permite obtener densidades poblacionales de rotiferos
similares a los observadas cuando se utiliz6 como alimento la clorofita Tetraselmis chuii.
Adicionalmente, las biomasas obtenidas con S. subsalsa y T. chuii mostraron similares
contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos. Estos resultados sugieren que la dieta a
base de harina de S. subsalsa puede ser empleada como dieta alternativa para el cultivo del

rotifero B. plicatilis.
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ANEXOS
Anexo 7. Analisis estadisticos de los valores de la densidad poblacional del rotifero B.
plicatilis cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 3037,5 1 3037,5 48,60 0,0022
Dentro de grupos 250,0 4 0,05155
Total (Corr.) 3287,5 5

Pruebas de rango multiple para la densidad poblacional por tratamiento

Metodo= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
Spirulina subsalsa 3 210,0 X
Tetraselmis chuii 3 255,0 X

Anexo 8. Analisis estadisticos de los valores de las productividades del rotifero B. plicatilis
cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 3,037E7 1 3,0375E7 48,60 0,0022
Dentro de grupos 2,5E6 4 625000,0
Total (Corr.) 5
3,2875E7

Pruebas de rango mdltiple para las productividades por tratamiento

Meétodo= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
Spirulina subsalsa 3 11000,0 X

Tetraselmis chuii 3 15500,0 X
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Anexo 9. Analisis estadisticos de los valores de las tasas de crecimiento del rotifero B.
plicatilis cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango- Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados F
Entre grupos 0,000331527 1 0,000331527 16,49 0,0153
Dentro de grupos 0,0000804333 4 0,0000201083
Total (Corr.) 0,00041196 5

Pruebas de rango mdltiple para las tasas de crecimiento por tratamiento

Metodo= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
Spirulina subsalsa 3 0,102167 X
Tetraselmis chuii 3 0,117033 X

Anexo 10. Andlisis estadisticos de los valores de fecundidad del rotifero B. plicatilis cuando
fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F  Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 0,601667 1 0,601667 45,13 0,0026
Dentro de grupos 0,0533333 4 0,0133333
Total (Corr.) 0,655 5

Pruebas de rango multiple para fecundidad por tratamiento

Meétodo= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Concentracion Contados Media Homogéneos
Spirulina subsalsa 3 0,102167 X
Tetraselmis chuii 3 0,117033 X

Anexo 11. Analisis estadisticos de los valores de proteinas totales del rotifero B. plicatilis
cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 24,0 1 24,0 5,54 0,0782
Dentro de grupos 17,3333 4 4,33333

Total (Corr.) 41,3333 5
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Anexo 12. Anadlisis estadisticos de los valores de lipidos totales del rotifero B. plicatilis
cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 24,0 1 24,0 411 0,1124
Dentro de grupos 23,3333 4 5,83333
Total (Corr.) 47,3333 5

Anexo 13. Analisis estadisticos de los valores de carbohidratoss totales del rotifero B.
plicatilis cuando fue alimentado con Tetraselmis chuii y Spirulina subsalsa.
Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 13,5 1 13,5 5,79 0,0739
Dentro de grupos 9,33333 4 2,33333

Total (Corr.) 228333 5




CAPITULO 3

Desempefio de las post-larvas de Litopenaeus vannamei (PL 32) alimentadas con dietas

suplementadas con biomasa de Spirulina subsalsa.
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INTRODUCCION

La industria camaronera continla mostrando crecimiento a nivel mundial,
exhibiendo una escala de produccion de aproximadamente 5 millones de toneladas por afio
y un volumen de mercado de cerca de 30 billones de délares (FAO, 2017). Los camarones
peneidos son principalmente el blanco del esfuerzo de la camaronicultura, y entre éstos, el
camaron blanco Litopenaeus vannamei, es producido en grandes cantidades junto a
crustaceos comestibles como cangrejos, langostas o combinado con cangrejos de rio
(ROMANO & ZENG, 2017) y constituye mas del 80% de la produccion total del mundo
(KANG et al., 2018).

Los juveniles del camardn blanco Litopenaeus vannamei tienen la capacidad de
filtrar, ingerir y digerir microalgas suspendidas en la columna de agua (GAMBOA-DELGADO
et al., 2014). Esta caracteristica de su habito alimenticio permite incluir las microalgas
como alimento en sistemas de produccién de estos crustaceos.

En ambientes naturales, las larvas de camardn blanco se alimentan inicialmente de
fitoplancton, luego de macrofitas, pequefios moluscos, crustaceos y zooplancton (SENANAN
et al., 2009). Las microalgas generalmente son reconocidas por servir como alimento vivo y
nutricionalmente son importantes para el levantamiento de larvario de camarones en los
hatchery. Todos los componentes nutricionales necesarios para el crecimiento 6ptimo de las
larvas de los camarones pueden ser alcanzados con dietas de microalgas, en los tanques de
cria. Algunas de investigacion han demostrado que las larvas de camaron blanco crecen
rapido cuando son cultivadas con fitoplancton (GALLARDO et al., 2002; SANCHEZ et al.,
2012; Ju et al., 2009), sefialando la importancia de las microalgas en la nutricion de
camarones durante la cria.

Aproximadamente 16 géneros de microalgas son usados en acuicultura; las cepas
utilizadas generalmente tienen un rango de tamafio de 2-20 um y muchos de los géneros
son planctonicos (GOPAKUMAR & IGNATIUS, 2006). Numerosos estudios han catalogado a
un selecto grupo de especies de microalgas, tales como: Isochrysis spp., (ahora asignado al
nuevo género Tisochrysis (BENDIF et al., 2013), Pavlova lutheri (asignado al nuevo
nombre Diacronema lutheri (BENDIF & VERON, 2011), Navicula spp., Chaetoceros
calcitrans (Paulsen) TAKANO 1968; Chlorella vulgaris (KHOEY!I et al., 2012); Tetraselmis

subcordiformis, Nannochloropsis oculata y Pavlova viridis (HUANG et al., 2013), como
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alimento de varias especies cultivadas que incluyen ostras, vieiras, peces y larvas de
camarones (BLACKBURN et al., 2000; BURKE, 2000). Asimismo, las diatomeas,
particularmente, Thalassiosira spp. y Amphipora spp., son usadas comdnmente por ser
ingeridas y digeridas rapidamente por juveniles del camarén blanco (KENT et al., 2011). La
cianobacteria Spirulina platensis (Gomont) GEITLER 1925 (consecuentemente aceptada con
el nombre Arthrospira platensis (Nordstedt) GomoNT 1892), también ha mostrado
desempefiar un papel importante en la reduccion de los niveles de nitrégeno en los tanques
de cria del camardn tigre negro (Penaeus monodon) (CHUNTAPA et al. 2003).

En general, las microalgas pueden ser consideradas buenas elegidas para el cultivo
de camarones, ya que poseen contenidos de 25% de proteinas de la masa seca, 8-30% de
carbohidratos y aproximadamente 10% de lipidos incluyendo especialmente cierto tipo de
lipidos tales como los acidos grasos C20:5»3 and C22:6 w3 (NUNEZz et al., 2002).

Actualmente, existe una gran cantidad de alimentos que son utilizados en la
alimentacion de larvas de peneidos, entre los que se destacan los alimentos formulados,
algunos que dentro de su formulaciéon contienen inmuno-estimulantes, elementos anti
estresantes, complementos deshidratados de algas, por ejemplo, Spirulina y Chlorella
(JAIME, 2006; PAMULAPATI & CHANDRA, 2014; GUILLEN & HERRERO, 2015).

Las larvas de Litopenaeus schmitti y Littopenaeus vannamei se alimentan
normalmente con Chaetoceros sp. (30-50 células ml ~ ') y Tetraselmis sp. (2-5células ml ~
1, constituyendo las dietas artificiales una alternativa para reducir los altos costos de las
microalgas. Esfuerzos para desarrollar dietas artificiales adecuadas para larvas de
camarones estan siendo llevados a cabo por cientificos y la industria (GALLARDO et al.,
2002; ORDONEZ, 2017).

Las dietas secas formuladas para la alimentacion de las larvas de camarén deben
contar con un buen perfil de minerales, los cuales favorecen el fortalecimiento del sistema
inmunoldgico de los animales, estimulan el crecimiento, mejoran el perfil nutricional y por
ende los rendimientos en los cultivos (PAMULAPATI & CHANDRA, 2014).

Spirulina se considera una rica fuente de proteinas, vitaminas, aminoacidos
esenciales, minerales, &cidos grasos esenciales (acido gamma-linolénico GLA), y
pigmentos antioxidantes, como los carotenoides (BELAY et al., 1996; DE LARA ANDRADE et

al., 2005). Ademas de su valor nutricional, es efectivo para la modulacion de la respuesta
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inmune y para la proteccion contra radiacion (TAKEUCHI et al., 2002). Investigadores como
CASTRO (1993) y NARcIsO (1995) han llevado a cabo investigaciones utilizando Spirulina
seca como suplemento en dietas para crustaceos. La harina de Spirulina ha sido evaluada
como alimento en la acuicultura y se ha demostrado su eficacia sobre el crecimiento de
diferentes especies acuicolas, tales como abulon, ostion, camarones peneidos, zooplancton
(TSENG & ZHou, 1989).

Varios estudios se han desarrollado con harina de Arthrospira platensis, como
suplemento en dietas para crustaceos. Las caracteristicas nutricionales de la harina de A.
platensis (65-71 %, proteina, 6 %, de lipidos, 16 % carbohidratos, 7 % humedad, 12,2 %
ceniza, 9,3 % fibra bruta, 1,38 % metionina, 0,47 % cistina, 16,5 g/100 g de pigmentos,
etc.), permite considerar que es posible la sustitucion de al menos 30% del alimento vivo
fitoplanctonico por harina de A. platensis en la alimentacion de protozoeas de Litopenaeus
vannamei (BARBARITO, 2004). En ese orden de ideas, GADELHA (2013) menciona que el
uso de la microalga Arthrospira platensis, como fuente de proteina, sustituye la harina de
pescado y suplementos en las dieta artificiales, favoreciendo el crecimiento (0,43 a 7,97
cm) y supervivencia (95%) en la fase de post-larva y engorde de L. vannamei.

JAIME (2006) trabajé con la sustitucién de Chaetoceros muelleri por Spirulina
platensis en dietas de larvas de Litopenaeus schmitti, demostrando que el reemplazo de C.
muelleri por Spirulina hasta un 25% resultd favorable para el desarrollo de las larvas.
JAIME-CEBALLOS et al. (2004), empleando polvo de Spirulina en la alimentacion de Zoeas
y Mysis de Litopenaeus schmitti, concluyeron que es posible la sustitucion del 50 % de
alimento fitoplancténico por el polvo de Spirulina sp. sin afectar la supervivencia, el indice
de desarrollo y el crecimiento de estas larvas.

De esta forma, se propone que al suministrar Spirulina sp., filtrada, como alimento
suplementario en los estanques de postlarvas de Litopenaeus vannameli, este suplemento
dietético probablemente pueda contribuir en el crecimiento y en la mejora del sistema
inmunolégico de los organismos cultivados, el objetivo de este capitulo fue evaluar el
efecto producido por la inclusién de harina de la microalga Spirulina subsalsa sobre el

desarrollo y los parametros de cultivo, del camardn blanco L. vannamei.
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MATERIALES Y METODO

Condiciones de Cultivo

Las post-larvas de L. vannamei (PL-32) (figura 15) fueron donadas por el
Laboratorio de Aquamarina de la Costa, ubicado en Clarines, estado Anzoategui,
Venezuela. Dichas post-larvas (talla = 16,50 + 0,8 mm y masa = 60,0+ 0,01 mg) fueron
trasladadas hasta el Laboratorio de Acuicultura del Instituto Oceanografico de Venezuela,
Universidad de Oriente, en bolsas plésticas de alta densidad con agua de mar saturada de
oxigeno disuelto, a una salinidad de 25 g/L y a 22+1 °C. Para su traslado, las bolsas fueron

colocadas dentro de cavas con hielo para mantener la temperatura del agua.

Figura 15. Post-larvas de Litopenaeus vannamei (PL-32) donadas por el laboratorio de
Aguamarina de la Costa, ubicado en Clarines, estado Anzoategui, Venezuela.

Una vez en el laboratorio, las bolsas con las post-larvas se colocaron en envases
plasticos con agua de grifo con la finalidad de que se aclimataran paulatinamente a las
condiciones ambientales del laboratorio. Transcurrido el periodo de aclimatacion (3 horas),
se procedid a tomar muestras aleatorias de las post-larvas para su revision y descartar la
presencia de lesiones o malformaciones y posteriormente, mediante el conteo directo se
sembraron 200 post-larvas por acuario, manteniendo la salinidad en 25 g/L.

Antes de iniciar el ensayo, por triplicado, las post-larvas se aclimataron durante 48
horas a las condiciones del laboratorio (29 + 1 °C, fotoperiodo 12:12 (intensidad luminica
de 40 W) vy aireacién constante) y fueron alimentadas con 700 pL/acuario con alimento
comercial (EPILITE®), siguiendo los criterios establecidos en la empresa Aquamarina de la

Costa.
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Ensayo de alimentacion

Las post-larvas de L. vannamei se alimentaron diariamente y por espacio de 15 dias
con tres dietas formuladas como se indica a continuacion:

Para la dieta control (A) se us6 un alimento comercial para camarones marca

ZEIGLER 1-40, cuya composicion nutricional se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Composicién nutricional del alimento comercial (dieta control).

Contenido %
Proteina cruda 40,0
Grasa cruda 9,0
Fibra cruda 4,0
Humedad 11,0
Ceniza 13,0
Fuente: PCO.

Para las dietas B y C se mezcl6 la biomasa seca de S. subsalsa con el alimento
comercial (dieta control), luego se le agregd agua destilada hasta hacer una papilla
semiliquida uniforme; seguidamente se colocd en una estufa a 50 °C para su secado;
finalmente, se tritur6 en un mortero de porcelana y se pas6 por un tamiz de 200 um para
homogenizar el tamafio de las particulas. De esta forma quedaron constituidas ambas dietas
experimentales. En el tabla 2 se muestra la formulacion de las dietas experimentales

utilizadas en esta investigacion.

Tabla 2. Formulacion de dietas experimentales suplementadas con S. subsalsa.

Ingrediente Dieta A Dieta B Dieta C
(100% AC) (25% HS+75% AC) (50% HS+50% AC)
Biomasa seca de S. subsalsa 0 25¢ 50¢
Alimento comercial 100g 759 509
Agua destilada 100 mL 100 mL 100 mL

AC: Alimento comercial. HS: Harina de Spirulina

Las post-larvas de L. vannamei de todos los tratamientos se alimentaron siguiendo
sugerencias de los protocolos de rutina de la empresa Aquamarina de la Costa. Las mismas

se alimentaron diariamente suministrando el alimento, equivalente al 5% de la biomasa de
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postlarvas/acuario/dia, en dos raciones (8 am y 4 pm) en acuarios de 15 cm de ancho y
27cm de alto. Los ajustes de la cantidad de alimento se realizaron cada 5 dias.

Diariamente, se registraron los valores fisicoquimicos del agua de los cultivos. El
pH se midi6 utilizando un pHmeter Denver AP 10, el oxigeno disuelto se determind
mediante un oximetro Trans-Instruments y la temperatura fue registrada con un termdgrafo
marca PCE-HT 110 colocado en uno de los acuarios, promedidndose por dia de ensayo, los
datos obtenidos. El agua de los cultivos se renové (20%) cada 48 horas, sifoniandose los

cultivos para eliminar los restos de alimentos y excretas de los camarones.

Variables zootécnicas de las post-larvas de L. vannamei

Al inicio del ensayo, cada cinco dias y al final, se tomaron muestras de las post-
larvas de camaron (40) de cada tratamiento. Las post-larvas fueron medidas y pesadas
usando un vernier digital marca Mitutoyo (0,01 mm de apreciacion) y una balanza analitica
marca OHAUS Aventure™ (0,01 g de apreciacion), respectivamente. La supervivencia de
las post-larvas en cada tratamiento fue determinada al final del ensayo, tomando como base
el namero inicial y final de post-larvas de camaron. Con los datos de longitud, masa y
alimento suministrado se determinaron las variables zootécnicas mostradas en la tabla 3
junto a su respectiva ecuacion, segin HERNANDEZ (2011).

Tabla 3. Ecuaciones para la evaluacion de las variables zootécnicas y de supervivencia de
las post-larvas de L. vannamei.
Variable Ecuacion

B_Biamasa. final (g)-Biomasa inicial (g)

Biomasa total ganada (g)

Biomasa total ganada (g)
Eficiencia Alimenticia EA=

Alimento ingerido (g)

Alimento suministrado (g)

" Ganancia de biomasa (g)

Factor de Conversién Alimenticia FCA

Supervivencia . , . N°de organismos final __
YaSupervivencia= — , ——— %100
N"de organismos inicial

Tasa Especifica de Crecimiento [{In biomasa final (g)-In biomasa inicial (g))x100]

(%/d) con relacion a la masa tiempo (d)
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[(Intalla final (mm)-In talla micial (mm))x100]

(%/d) con relacion a la talla tiempo (d)

Tasa Especifica de Crecimiento

Andlisis de los Datos

Los datos de crecimiento en talla y masa, asi como los valores de las variables
zootécnicas de las post-larvas de L. vannamei, al final del ensayo y en los diferentes
tratamientos, se contrastaron mediante un anélisis de varianza de un factor (Dietas), seguido
de una prueba a posteriori de Scheffé en caso de haber diferencias significativas, siguiendo
recomendaciones de SOKAL & ROLHF (1995).
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RESULTADOS
Variables zootécnicas de las postlarvas de L. vannamei durante los 15 dias de cultivos
en las diferentes dietas.

Crecimiento en biomasa de las postlarvas de L. vannamei durante los 15 dias de cultivos en

las diferentes dietas.

La biomasa de las postlarvas (g/larva) de L. vannamei durante los 15 dias de
cultivos en las diferentes dietas se presenta en la figura 16. Se observa que los cultivos
controles (A), mostraron, al final del ensayo, el mayor crecimiento en biomasa de las larvas
(0,9 g). Las dietas experimentales evaluadas (B y C) mostraron crecimientos en biomasa de

las larvas, con valores de 0,7 y 0,6 g, respectivamente.
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Figural6. Biomasa de las postlarvas de L. vannamei durante los 15 dias de cultivos en las
diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento comercial + 25% de harina de
Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de Spirulina.

Los valores de las variables zootécnicas se presentan en la tabla 4. Todas estas
variables mostraron diferencias significativas entre las tres dietas evaluadas (P< 0,05, a
excepcion de la eficiencia alimenticia, la cual mostrd diferencias no significativas (anexos
14 — 19). De las dos dietas experimentales evaluadas (B y C), la dieta B (75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina) fue la que proporcion6 mejores resultados,
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reflejados en la supervivencia (35,5%), tasa especifica de crecimientocon relacion a la masa

(9,5%) y en el factor de conversién alimenticia (0,8).

Tabla 4. Variables zootécnicas y supervivencia de las post-larvas de L. vannamei cultivadas
en las diferentes dietas: A: Dieta control. B: 25% de alimento comercial + 75% de harina de
Spirulina. C: 50% de alimento comercial + 50% de harina de Spirulina subsalsa.
Superindices diferentes en cada renglén representan diferencias significativas (p < 0,05). Los resultados
representan la media + SDs.

Variables zootécnicas Dieta A Dieta B Dieta C
Biomasa total ganada (g) 69,0 + 5. 34° 37,7+356° 16,7 +4,67°
Alimento total ingerido (g) 47,50 30,75 23,25
Eficiencia alimenticia 1,45 +0,43% 1,23+0,29%  0,72+0,38%
Factor de conversion alimenticia 0,7+0,01° 0,8 +0,03" 1,4+0,41°
Tasa especifica qle crecimiento 127+ 0442 95+051" 584+ 127°
(%d) con relacion a la masa
Tasa especifica o!e crecimiento 4,26 +0,48° 35+047" 28+0,44°¢
(%d) con relacion a la talla
Supervivencia 450 +2,50° 355+0,50° 20,6 +1,60°

Parametros ambientales en los 15 dias de cultivos.

Los parametros ambientales promedios registrados durante el ensayo de cultivo de
las larvas de L. vannamei incluyeron: temperatura de 31 £ 1 °C, oxigeno disuelto de
7,1+0.5 mg/L, salinidad de 25 g/L y el pH de 7,4 £ 01, los cuales se mantuvieron estables

durante todo el ciclo de cultivo debido al control que en ellos se ejercid.
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Figura 17. Variacion de los parametros ambientales en el cultivo de las postlarvas de L.
vannamei durante 15 dias de cultivo.
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DISCUSION

De forma general, las microalgas son fuente de alimento indispensable durante las
primeras fases de desarrollo de los camarones marinos. Actualmente existe una gran
cantidad de alimentos que son utilizados en la alimentacion de larvas de camarones, entre
los que se destacan los alimentos formulados, algunos de estos dentro de su formulacion
contienen inmuno-estimulantes, elementos anti estresantes, complementos deshidratados de
algas (por ejemplo, Spirulina y Chlorella). Aunque en algunas especies su uso ha resultado
exitoso cabe sefialar que normalmente han sido utilizados como alimentos emergentes
cuando las condiciones de la cria larval son criticas (decremento significativo de la
supervivencia) durante el desarrollo, baja tasa de ingestion del alimento vivo y alteraciones
en las condiciones fisico-quimicas del agua de cultivo, como, la temperatura, salinidad y
oxigeno disuelto, principalmente. En casos necesarios es recomendable la conjugacién de
dos 0 més especies de microalgas para alimentar larvas de Litopenaeus vannamei, asi como
el empleo de Artemia como base y alimento artificial de buena calidad, (SorRIANO, 2017).

En el presente trabajo se observo que los cultivos controles mostraron, al final del
ensayo, el mayor crecimiento en biomasa de las larvas (0,9 g). Sin embargo, cuando a
dichas larvas de L. vannamei se les proporcionaron las dietas experimentales (B y C)
igualmente mostraron crecimientos en biomasa de 0,7 y 0,6 g, respectivamente, lo que
sugiere que dichas larvas asimilaron la microalga cuando les fue suministrada en la
proporcion empleada, debido a la cantidad de proteinas necesaria proporcionadas con
harina de S. subsalsa, ademas del tamafio, existen otros factores que intervienen en su
aprovechamiento por el organismo, como son la digestibilidad, la biodisponibilidad de

nutrientes y la presencia de factores nutricionales esenciales entre otros.

Autores como GAXIOLA et al. (2006) trabajaron con larvas de L. vannamei
alimentadas con una combinacion de un 40% de harina de Spirulina + soya + papa
reportaron una ganacia de peso final de 30,3 +1,3 g. Mientras, MARCIAS-SANCHO et al.,
(2017) al alimentar a larvas de L. vannameii con A. platensis en una densidad de 4x107
cel.L™ reportaron un peso final de 6,75+04 g; por su parte, SORIANO (2017) alcanzaron una
biomasa final de 3542 g en larvas de L. vannameiis, cuando usaron como alimento una

combinacion de harina de alimento comercial + artemia + Talassiosira sp. + A. platensis,
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siendo estas biomasas mayores que las reportadas en esta investigacion. Esta mayor
biomasa alcanzada probablemente pudo deberse a las diferentes concentraciones vy
combinaciones utilizadas en la alimentacion de estas larvas, con respecto al presente
estudio.

La mayor eficiencia alimentaria se presento en la dieta A (1,45+ 0,43) seguida de la
dieta B (1,23 + 0,29) (Tabla, 4), siendo menor a la reportada por FAILLACE et al. (2016),
que mostraron una eficiencia de 0,96 cuando usaron una dieta vegetal a base de harina de
soja, en postlarvas de L. vannamei. Estas diferencias podrian deberse al tipo de
alimentacion y concentraciones usadas, teniendo en cuenta que su formulacién y
fabricacion se hace bajo los protocolos adecuados y que el perfil bromatoldgico debe
cumplir con los requerimientos nutricionales de los organismos cultivados y también las
condiciones de cultivo a los que fueron sometidos dichos ejemplares.

En lo referente al factor de conversion alimentaria (FCA) éste mostré los mayores
valores en la Dieta B (0,8 + 0,03) (Tabla, 4), indicando, que las postlarvas en este trabajo de
investigacion, aprovecharon el alimento suministrado y la concentracion de sustitucion, ya
que algunos autores sefialan que el FCA para cultivos debe ser en una proporcion de 1:1
para obtener buenos resultados. Segin ANONIMO 4 (1997), el factor de conversion debe
oscilar de 1 a 1,5, que al contrastarlo con el resultado de este estudio, el gasto de alimento
fue menor. SORIANO (2017) demostro que al utilizar una mezcla de un alimento balanceado
comercial tradicional y polvo de Arthrospira platensis el FCA fue de 0,38 en la etapa de
mysis 111, que es menor que los encontrados en esta investigacion, lo que supone que en esa
investigacion los ejemplares no aprovecharon el alimento suministrado, lo que ocasionaria
pérdida del alimento. No obstante, trabajos como el de SANCHEZ & SANCHEZ (2012) con
juveniles de Litopenaeus vannamei alimentados de manera ad libitum con una pasta de
harinas (pescado, semolina, maiz, soya y sorgo) encontraron un factor de conversion
alimentario que varié entre 3,1 a 4,8, atribuyendo este resultado a la etapa de crecimiento
del camaron y a la forma de suministro del alimento. Esto sugiere que posiblemente las
diferencias en el FCA se deban a las variaciones en los protocolos de manejo, uso de
alimento balanceado e insumos y a su calidad nutricional, porque tal como lo sefialan los
resultados, en los estudios comparados se priorizaron el uso de microalgas frente al

alimento balanceado.
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El FCA varia durante el ciclo de produccién y entre las poblaciones, pero es una
guia muy buena y deberia ser entre 0.6-1.0 en camarones de hasta 10 gramos de peso y
entre 1.0 y 1.3 para tallas mayores. Idealmente la T.C.A. o FCA no debe ser mayor de 1.5.
En este sentido, la alimentacion constituye el elemento principal del costo de produccion en
la camaronicultura y debido a este hecho se considera al FCA como el factor de mayor
importancia econémica en esta actividad. MEMBRENO (2014).

En lo que respecta a la tasa especifica de crecimiento en (masa y talla), al incluir
25% de Spirulina subsalsa en la dieta (B) favorecié el aumento en masa (9,5+ 0.51 g) y en
talla (3,5+ 0.47 cm) de las larvas de Litopenaeus vannamei. VALVERDE-MOYA & FARO-
MONTOYA (2015), trabajaron con juveniles de L. vannamei alimentados con alimento
comercial de 35% de proteinas, mostrando una tasa especifica de crecimiento de 3,19 +
0.36 g/d, reportando resultados menores que los mostrados en esta investigacion. Por su
parte, MACIAS-SANCHO et al., (2017) encontraron una tasa de crecimiento especifico de
5,00£0,11 g/d.en juveniles de L. vannamei alimentados con biomasa filtrada de A.
platensis, como suplemento alimenticio. Otras investigaciones, como las de GAXIOLA et al.
(2006) encontraron una tasas de crecimiento en talla de 2.96+0.0001 mm/d cuando
alimentaron larvas de Litopenaeus vannamei con un combinado alimenticio de alimento
artificial +algas (C. ceratosporum y T. chuii); sefialando valores menores que los hallados
en este estudio. Estos resultados indican que la proporcion usada en la dieta C es
beneficiosa para el crecimiento de las larvas del camaron.

Adicionalmente, se ha determinado que la tasa de crecimiento de los camarones es
influenciada por factores ambientales, genéticos, bioldgicos y nutricionales. La temperatura
del agua, es el principal factor que afecta las tasas de crecimiento estacional; y por lo tanto,
afectaria las ganancias semanales en peso durante los meses calurosos y frios del afio
ANONIMO 7 (1998).

Los mayores valores de la supervivencia se observaron con la dieta A (45,0+2,50
%) seguida de la dieta B (33,5+0,50 %) (Tabla, 4), estos porcentajes menores de
supervivencia que se presentaron en este trabajo, con respecto a otras investigaciones,
pudieron estar relacionado posiblemente, con el manipuleo de la alimentacién vy
condiciones ambientales presentes en esta investigacion. Una causa alternativa podria ser

atribuida a la sedimentacion del alimento, condicion que disminuiria el aprovechamiento de
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las larvas que normalmente se alimentan en la columna de agua. NARCISO (1995) encontrd
un porcentaje de supervivencia de P. kerathurus (20 %), desde nauplio hasta mysis, cuando
alimento a las mismas con polvo de Spirulina sp., resultados menores que los encontrados
en esta investigacion. En contraste, mayores porcentajes de supervivencia se observaron en
las investigaciones de JAIME-CEBALLOS et al. (2005) quienes alimentaron postlarvas de L.
vannamei con harina de Spirulina platensis al 5%, reportando un 84,2 + 35 % de
supervivencia. También CURBELO et al. (2016) mostraron porcentajes de supervivencia del
73,88 a £ 2,24 % cuando alimentaron postlarvas de Litopenaeus vannamei con la microalga
Amphora sp. al 5%. Estos resultados sugieren que la proporcién idénea de la microalga
influye notoriamente en la supervivencia de las larvas del camarén, ademés de las
diferentes condiciones ambientales que estos investigadores usaron en dichos cultivos.

De manera general, algunos autores concluyen que el uso de la harina de Spirulina
en la alimentacién de camarones es aceptable, pero que la sustitucion de ésta por otros
alimentos o combinacion de ambas es mas aprovechada por dichos organismos, tal cual
como mostraron investigadores como JAIME-CEBALLOS et al. (2004), donde reportan que es
posible la sustitucion del 50% de alimento fitoplanctdnico por el polvo de Spirulina sp. en
la fase de protozoeas, sin afectar la supervivencia, el indice de desarrollo y el crecimiento
de las larvas de cultivo. GOMES & ANDRADE (2013), demuestran que la harina de peces
puede ser sustituida hasta un 25% por harina de Spirulina para la elaboracion de dietas para
alimentos de post-larvas de camaron L. vannamei como ingrediente nutritivo alternativo
para el buen desempefio de los animales. Igualmente, en esta investigacion se pudo
observar que las larvas de Litopenaeus vannamei crecieron mejor con la sustitucion de un
25% de harina de Spirulina, por lo que se pudiera decir que este estadio larvario (L32) a
este porcentaje de sustitucion absorben y satisfacen las necesidades nutricionales para su
alimentacion. Investigaciones realizadas sobre crustaceos afines indican que la eficienciade
asimilacion de alimentos disminuye a medida que aumenta la concentracion de alimentos
en postlarvas de camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei. SOLORZANO &
VELASQUEZ (2021).

Las harinas vegetales son una importante fuente nutricional para los camarones, si
se tiene en cuenta la seleccién de los ingredientes adecuados, con los perfiles nutricionales

que suplan los requerimientos de los organismos de cultivo, se pueden elaborar dietas de
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menor costo y que sean eficientes en el cultivo. También es importante garantizar que el
proceso de elaboracion de las dietas se haga de forma adecuada, para que las caracteristicas
de los alimentos sean la indicada (JAIME ,2006; TAIPE, 2021).

En cuanto a los registros de los parametros ambientales, en esta investigacion
(temperatura 31 = 1 °C, oxigeno disuelto 7,1+0.5 mg/L, salinidad 25 g/L y pH: 7,4 £ 1), en
general se encuentran dentro de los rangos recomendados para el cultivo de postlarvas del
camaron Litopenaeus vannamei. JAIME-CEBALLOS et al. (2004), reportaron registros de
parametros ambientales muy similares a los mostrados en esta investigacion, como sigue:
temperatura (29 + 0 °C), oxigeno disuelto 7,5+0.0 mg/L, salinidad 30 g/L y pH: 8,3 £ 0,
cuando cultivaron al camarén Litopenaeus vannamei, en las etapas de Zoeas y Mysis
alimentados con polvo de Spirulina platensis, obteniéndose mayor crecimiento en la etapa
Mysis en dicha investigacion.

Aunque los resultados obtenidos en este estudio permiten afirmar que es posible
utilizar alimentos pulverizados como sustitutos de alimento vivo, es necesario aplicar
mejoras técnicas en la elaboracion de los alimentos, como la microencapsulacion y
profundizar en estudios sobre el tamafio de los microparticulados, asi como su estabilidad y
flotabilidad en el agua. Ademas, es necesario realizar investigaciones tendientes a
determinar los requerimientos nutricios en las postlarvas de Litopenaeus vannameis, a fin
de obtener un alimento practico y econdémico que pueda satisfacer, en su conjunto, los

requerimientos de la especie en esta etapa.
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CONCLUSION

Aunque la dieta control constituida por el alimento comercial para camarones marca
ZEIGLER 1-40 alcaz6 valores zootécnicos mas altos que en las dietas donde fueron
integrados porcentajes de la biomasa de S. subsalsa a este alimento comercial. No obstante,
la biomasa de Spirulina subsalsa cultivada masivamente con medio agricola de bajo costo y
con una calidad nutricional excelente, también pudo satisfacer los requerimientos
nutricionales de las postlarvas del camardn Litopenaeus vannamei sometidos a cultivo,
haciendo posible reemplazar eficientemente hasta 25% del alimento comercial (mas
costoso) por materias primas vegetales como harina de Spirulina subsalsa, debido a que
también garantizaron un buen desarrollo, supervivencia, condicion fisica, y mayor
eficiencia alimentaria,resistencia a enfermerdades, asi como la calidad de su carne. En
cuanto al contenido de grasa y coloracién durante el cultivo, observandose que estas larvas
de L. vannamei pudieron aceptar este alimento sustituto al comercial proporcionandoles
requerimientos nutricionales esenciales para su crecimiento a menores costos de

produccion.
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ANEXOS
Anexo 14. Andlisis estadisticos de los valores de Biomasa total ganada (g) de post-larvas
de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de
Spirulina subsalsa.

Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 4155,98 2 2077,99 98,95 0,0000
Dentro de grupos 125,996 6 20,9994
Total (Corr.) 4281,98 8

Pruebas de rango mdltiple para valores de Biomasa total ganada (g) de post-larvas de L.
vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de
Spirulina subsalsa.

Pruebas de rango multiple para Biomasa total ganada de post-larvas de L. vannamei

Método= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Dietas Contados Media Homogéneos
C 3 16,7 X

B 3 37,7 X

A 3 69,0 X

Anexo 15. Analisis estadisticos de los valores de Efiencia Alimentaria de post-larvas de L.
vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de
Spirulina subsalsa.

Analisis de VVarianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 0,8414 2 0,4207 3,05 0,1217 NS
Dentro de grupos 0,8268 6 0,1378

Total (Corr.) 1,6682 8
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Anexo 16. Analisis estadisticos de los valores de Factor de Conversion Alimentaria de
post-larvas de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de
alimento comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de
harina de Spirulina subsalsa.

Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 0,86 2 0,43 7,63 0,0225
Dentro de grupos 0,3382 6 0,0563667
Total (Corr.) 1,1982 8

Pruebas de rango mdltiple para valores de Factor de Conversion Alimentaria de post-larvas
de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de

Spirulina subsalsa.

Pruebas de rango multiple para Biomasa total ganada de post-larvas de L. vannamei

Método= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Dietas Contados Media Homogéneos
A 3 0,7 X

B 3 0,8 X

C 3 1,4 X

Anexo 17. Anélisis estadisticos de los valores de Factor de Supervivencia de post-larvas de
L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de
Spirulina subsalsa.

Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 907,62 2 453,81 150,27 0,0000
Dentro de grupos 18,12 6 3,02

Total (Corr.) 925,74 8
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Pruebas de rango mdltiple para valores de Factor de Supervivencia de post-larvas de L.
vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B: 75% de alimento
comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+ 50% de harina de

Spirulina subsalsa.

Pruebas de rango multiple para Biomasa total ganada de post-larvas de L. vannamei

Método= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos

Dietas Contados Media Homogéneos
C 3 20,6 X

B 3 35,5 X

A 3 45,0 X

Anexo 18. Analisis estadisticos de los valores de Tasa Especifica de Crecimiento con
relacion a la masa de post-larvas de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A:
Dieta control. B: 75% de alimento comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de
alimento comercial+ 50% de harina de Spirulina subsalsa.

Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 71,54 2 35,77 51,93 0,0002
Dentro de grupos 4,1332 6 0,688867
Total (Corr.) 75,6732 8

Pruebas de rango mdltiple para valores de Tasa Especifica de Crecimiento con relacion a la
masa de post-larvas de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control. B:
75% de alimento comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento comercial+
50% de harina de Spirulina subsalsa.

Pruebas de rango multiple para Tasa Especifica de Crecimiento con relacion a la

masa de post-larvas de L. vannamei.

Método= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Dietas Contados Media Homogéneos
C 3 58 X

B 3 9,5 X

A 3 12,7 X
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Anexo 19. Analisis estadisticos de los valores de Tasa Especifica de Crecimiento con
relacion a la Longitud de post-larvas de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A:
Dieta control. B: 75% de alimento comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de
alimento comercial+ 50% de harina de Spirulina subsalsa.

Analisis de Varianza

Suma de DF Media Rango-F Valor-P
Fuente Cuadrados Cuadrados
Entre grupos 3,1992 2 1,5996 7,44 0,0237
Dentro de grupos 1,2898 6 0,214967
Total (Corr.) 4,489 8

Pruebas de rango multiple para valores de Tasa Especifica de Crecimiento con relacién a la
Longitud de post-larvas de L. vannamei cultivadas en las diferentes dietas. A: Dieta control.
B: 75% de alimento comercial + 25% de harina de Spirulina. C: 50% de alimento

comercial+ 50% de harina de Spirulina subsalsa.

Pruebas de rango mdultiple para Tasa Especifica de Crecimiento con relacion a la
masa de post-larvas de L. vannamei

Método= 95,0 Porcentajes Scheffe Grupos
Dietas Contados Media Homogéneos
C 3 2,8 X

B 3 3,5 XX

A 3 4,26 X
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CONCLUSIONES GENERALES

Una vez realizada la evaluacion de la biomasa de Spirulina subsalsa como alimento
en la acuicultura se concluye:

La cepa de la cianobacteria aislada del embalse clavellino, estado Sucre, Venezuela,
fue identificada como Spirulina subsalsa.

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento, componentes bioguimicos y
pigmentos en la cepa nativa de Spirulina subsalsa cultivada en un medio agricola de bajo
costo son similares a los obtenidos en el medio Zarrouk, lo que permite sugerir el uso de la
biomasa de esta cianobacteria en las industrias biotecnoldgicas, con miras a su uso como
alimento en la acuicultura.

Spirulina subsalsa representa una opcién para ser usada como alimento del rotifero
Brachionus plicatilis, ya que permite obtener densidades poblacionales de rotiferos,
similares a las observadas cuando son alimentados con la clorofita Tetraselmis chuii.

Las biomasas de rotiferos obtenidas con S. subsalsa y T. chuii presentan similares
contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos. Lo que admite sugerir que este rotifero
Brachionus plicatilis aceptd esta dieta, a base de harina de S. subsalsa, permitiendo

reemplazar su alimento habitual, en las labores de acuicultura durante su cultivo.

Es posible reemplazar eficientemente hasta 25% la harina de pescado por materias
primas vegetales como la harina de Spirulina subsalsa debido a que garantizan un buen
desarrollo, supervivencia, condicion fisica, eficiencia alimentaria, resistencia a
enfermedades, asi como también la calidad de su carne en cuanto al contenido de grasa y
coloracion del camar6n, durante el cultivo, proporcionandoles los requerimientos

nutricionales esenciales para su crecimiento.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Es necesario realizar investigaciones encaminadas a:

1)

2)

3)

4)

Probar otros fertilizantes agricolas de bajo costo para obtener cultivos masivos
de Spirulina subsalsa, motivado a que los resultados fueron favorables y asi
alcanzar una mayor calidad nutricional que satisfaga los requerimientos
nutricionales de los organismos objeto de labores de la acuicultura.

Evaluar otras concentraciones de harina de Spirulina subsalsa como opcion para
ser usada como alimento del rotifero Brachionus plicatilis, ya que permite
obtener altas densidades poblacionales.

Realizar estudios basicos nutricionales sobre los efectos de la harina de
Spirulina subsalsa en el metabolismo de los camarones.

Evaluar el efecto de la harina de Spirulina subsalsa como ingrediente en
alimentos microparticulados en niveles menores al 25% sobre crecimiento y

desarrollo de Litopenaeus vannameis durante las etapas de cria larval y precria.
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demostrado su eficacia sobre el crecimiento de diferentes especies acuicolas. Spirulina
subsalsa es una cianobacteria verde-azulada, filamentosa, espiralada y alcal6fila. Su
composicion bioguimica, asi como su rapido crecimiento y facil cultivo han permitido su
aprovechamiento en las industrias alimenticias, acuicolas y medicinales. En esta
investigacion, se planteo el cultivo de una cepa nativa de S. subsalsa utilizando fertilizante
agricola de bajo costo, con la finalidad de proponer un medio de cultivo con la mejor
concentracion nitrégeno, que permita obtener los mayores rendimientos de biomasa algal,
altos contenidos de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y carotenoides totales) en la fase
exponencial del cultivo. El fertilizante seleccionado fue Triple 20 (20% N:20% P:20% K),
afiadiéndole bicarbonato de sodio (4 g/L) y cloruro de sodio (1 g/L). La cepa de S. subsalsa
procedio de la represa El Clavellino, estado Sucre, Venezuela. Posterior al aislamiento e
identificacion se cultivo a distintas concentraciones de nitrégeno (7,5; 15; 30 y 60 mmol/L).
Con la concentracion de nitrégeno de 30 mmol/L se obtuvo la mayor produccién de
biomasa (2,63 mg/mL) y proteinas totales (45,86%); mientras que los mayores contenidos
de carbohidratos totales (30,16 %) y lipidos totales (28,56 %), clorofila a (6,42 pg/mL) y
carotenoides totales (1,41 pg/mL) se obtuvieron con la concentracion de nitrégeno de 7,5
mmol/L. Tomando como base estos resultados, se cultivd masivamente la cepa de S.
subsalsa y cuando alcanzo la fase exponencial de crecimiento, se cosechd. Esta biomasa se
usé como dieta alternativa en el cultivo del rotifero Brachionus plicatilis y se le realizaron
analisis de crecimiento y composicion bioguimica. Los cultivos de B. plicatilis se iniciaron
con una densidad de 100 rot/mL y se le suministraron dos tipos de dieta, 1,5 mg/L/dia de
biomasa de S. subsalsa disgregada en agua de mar esterilizada y cultivo fresco de la
microalga Tetraselmis chuii (1,5 mg/L/dia) como control. La densidad poblacional al final
del ensayo mostro diferencias significativas entre las dietas evaluadas (p< 0,05),
alcanzando 25545 rot/mL con T. chuii y 210£10 rot/mL con S. subsalsa. Asi mismo, la
productividad, tasa de crecimiento y fecundidad de B. plicatilis fue significativamente
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mayor con T chuii 15.500+500 rot/L/dia; 0,12+0,00026 rot/dia y 1,47+0,15 huevos/hembra,
y con S. subsalsa 11.000+1000 rot/L/dia; 0,10+£0,0057 rot/dia y 0,83+£0,06 huevos/hembra,
respectivamente. Los contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos de B. plicatilis
presentaron diferencias no significativas (p>0,05), variando las proteinas entre 27-35%, los
carbohidratos entre 9-12% y los lipidos entre 16 -25%. Finalmente, se determinaron los
parametros zootécnicos en el cultivo de post-larvas de Litopenaeus vannamei, para lo cual
se formularon tres dietas: dieta A (100% harina comercial; 40% de proteina cruda-PC),
dieta B (25% harina comercial+75% harina de S. subsalsa; 44,4% PC) y dieta C (50%
harina comercial+ 50 % harina de S. subsalsa; 43% PC). Los pardmetros zootécnicos
mostraron los mayores valores con la dieta B, alcanzandose una biomasa de 0,9 g,
supervivencia de 33,5%, factor de conversién alimentaria de 0,8, eficiencia alimentaria de
1,23+0,29, tasa especifica de crecimiento en masa de 9,5+0,51g y tasa especifica de
crecimiento en talla de 3,5+0,47 cm. Se concluye que la cepa nativa de S. subsalsa,
cultivada con fertilizante agricola en concentracion de 30 mmol/L de nitrégeno, produjo la
mayor cantidad de biomasa algal. La harina de S. subsalsa puede reemplazar eficientemente
hasta un 25% de la harina de pescado en el cultivo de postlarvas de camaron, brindando
similares requerimientos nutricionales que garantizan un buen desarrollo durante el cultivo
e igualmente ser utilizada en las industrias biotecnoldgicas, farmacoldgicas y de alimentos.



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

113

Apellidos y Nombres

ROL / Cddigo CVLAC / e-mail

ROL

cal JasE[ Jw[ ]

Luis freites CVLAC

4181869

e-mail

Ifreitesv@yahoo.es

e-mail

ROL

CA | | As | | TU |

| [X]

Dwight Arrieche CVLAC

e-mail

e-mail

ROL

| As | | TU |

v [ x ]

Luisa Centeno CVLAC

e-mail

e-mail

ROL

| As | | TU |

o [x]

Leonor Brito CVLAC

e-mail

e-mail

ROL

CAI:I ASI:I TUI:I JU

Sonia Subero CVLAC

e-mail

e-mail

Fecha de discusién y aprobacion:

Afo Mes Dia

2022 11 22

Lenguaje: __ spa



114

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo (s):
Nombre de archivo Tipo MIME
TG-LICET.doc Word 1997-2003
Alcance:
Espacial: Nacional (Opcional)
Temporal: Temporal (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo:
DOCTOR EN CIENCIA MARINAS

Nivel Asociado con el Trabajo: DOCTOR

Area de Estudio: Biologia Marina

Institucidn (es) que garantiza (n) el Titulo o grado:
UNIVERSIDAD DE ORIENTE, NUCLEO DE SUCRE




115

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°OAS
Cumand, (4 AGOD 2008

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Marttnez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, losdias28y29de)ulw
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/3009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

uvaﬁﬂsww&'&I&a a usted a los fines consiguientes.
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c.C: Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador General de
Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccién de Presupuesto,
Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del 11 Semestre 2009, segiin comunicacion CU-034-2009): “los Trabajos de Grado son de
la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y s6lo podran ser utilizados para otros
fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera participarlo

previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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